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ZUR KENNTNIS DER KONSTITUTION 
DES OVOMUKOIDES. 


Von 


TOSHINORI ISEKI. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen 
Fakultét zu Nagasaki. Vorstand; Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 7, August 1933) 


Die strukturelle Ahnlichkeit des Chitins, einer tierischen 
Geriistsubstanz, und des Mukoides, eines tierischen Schleimstoffes, 
erstreckt sich vor allem auf die allgemeine Form des Molekiils, 
nimlich auf die Anwesenheit von Chitosamin, das durch Ver- 
mittlung von Hauptvalenzen lange Ketten bildet. 

Komori (1925) hat schon im hiesigen Institut zur Erfor- 
schung der Konstitution des Ovomukoides seine Bedeutung im 
Tierorganismus und die Verbreitung des Chitins verfolgt und er 
ist bei der tryptischen Verdauung des Ovomukoides auf eine 
Substanz gestossen, bei der es sich um ein acetyliertes Amino- 
polysaecharid zu handeln schien. Dabei blieb die Frage unbeant- 
wortet, ob sich die Analogie mit dem Chitin auch auf die N- 
acetylierte Bindungsart der Bausteine erstreckt oder nicht. 

Nachdem Y. Komori sein Verfahren zur Trennung des 
acetylierten Amino-Polysaccharides beschrieben hatte, war es 
geboten, dasselbe nach-langerer Digestion anzuwenden; man durfte 
hoffen, auf diesem Wege noch einige Beimischungen von Amino- 
siiuren beseitigen zu kénnen. Bei dieser Untersuchung stellte ich 
mir noch zwei andere Aufgaben. Erstens priifte ich, ob in der 
gesuchten Verbindung eine Ninhydrinreaktion gebende Atom- 
eruppierung sich vorfindet; zweitens untersuchte ich die Substanz 
auf ihr Wesen durch die Biuretreaktion. 
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EXPERIMENTELLE BELEGE. 


I. Darstellung der Muttersubstanz des reduzierenden 
Korpers aus Ovomukoid durch Verdauung 
nut Trypsin. 

200¢ des gereinigten Ovomukoides wurden mit 2000 ecm 
Chloroformwasser und 40¢ Trypsin nebst Toluol vermischt und 
unter Herstellung einer ganz schwach alkalischen Reaktion durch 
Ammoniak 250 Tage lang im Brutofen bei 37° verdaut. Das von 
den ausgeschiedenen weissen Tyrosinkristallen abfiltrierte Ver- 
dauungsprodukt wurde unter vermindertem Druck auf 500 cem 
eingeengt und von dem wieder auskristallisierten T'yrosin abfiltriert. 
Die Ausbeute an Tyrosin betrug 6,3 g. 

Die Lésung wurde dann mit einer wasserigen Sublimatlésung 
gefallt. Man liess sie 12 Stunden stehen, filtrierte vom Nieder- 
schlage ab und fallte im Filtrate das geldste Quecksilber mit 
Schwefelwasserstoff aus; filtrierte vom Schwefelquecksilber ab, 
entfernte den Schwefelwasserstoff, indem man Luft durch die 
Losung durchsog, neutralisierte mit einer verdiinnten Natronlauge 
und engte nun unter vermindertem Druck auf 500cem ein. Die 
Lésung wurde mit essigsaurem Blei gefallt. Das Filtrat wurde 
nun so lange mit Ammoniak versetzt, als noch ein Niederschlag 
entstand; diesen liess man sich gut absetzen, brachte ihn auf ein 
Filter und sog ihn sorgfaltig ab. 

Der mit Wasser 3mal zerriebene und abgesaugte Blei- 
niederschlag wurde mit Schwefelwasserstoft zerlegt. Die vom 
Schwefelwasserstoff befreite Lésung wurde zum Sirup eingeengt 
und in absoluten Alkohol eingegossen; die entstandene weisse 
Fallung mit absolutem Alkohol und absolutem Ather gewaschen. 
Die so gereinigte schneeweisse, nicht hygroskopische Substanz wog 
45,0 ¢. 


II. Analyse der Substanz. 


Komori’s Substanz hat 4,6% Asche. Ihr N-Gehalt ist 7,55%. 
Meine Verbindung ist frei von Aminosiiuren und viel weniger 
aschenhaltig, 
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1. Aschenbestimmung. 


0,2148 g Substanz gaben 0,0010 ¢ Asche, entsprechend 
0,46% Asche. 


wo 


Stickstoffbestimmung. 
0,1517 g Substanz verbrauchten 
5,8 eem n/10-H.SO4, entsprechend 5,35% N. 


3. Kohlen- und Wasserstoffbestimmungen. 
0,0571 g Substanz gaben 0,0907 g COz und 0,0351 g H20, 
entsprechend 43,31% C und 6,87% H. 
Auf aschenfreie Substanz berechnet: 
C 43.51% H690% N 537%. 


III. Eigenschaften. 


Die Substanz lost sich leicht in Wasser. In anderen 
organischen Solventien ist sie unldslich, sowohl in der Kilte als 
auch in der Warme. 

Die wasserige Lésung dieser Substanz wird von Metallsalzen 
nicht gefallt, doch geben Bleiessig, und bei Ammoniakzusatz auch 
Bleizucker, einen Niederschlag. Von Alkohol wird die Loésung 
gefalit. Chlornatrium, Natriumsulfat und Ammoniumsulfat geben 
weder bei Zimmertemperatur noch bei Warme, bis zur Sattigung 
zugefiihrt, Niederschlage. 

Millon’s Probe, Voisenetsche Reaktion und Schwefelblei- 
reaktion fallen negativ aus. Sie hat keine Ninhydrinreaktion. 
Wenn man aber die wasserige Losung mit Salzsdure erhitzt, so 
zeigt die Lésung eine schéne Ninhydrinreaktion, woraus hervorgeht, 
dass ein Aminoaldehyd durch Saéurehydrolyse frei wird. Bemer- 
kenswerterweise zeigt die wasserige Lisung eine schéne Biuret- 
reaktion. Die ‘Tatsache, dass die Verbindung keine Ninhydrin- 
reaktion, wohl aber die Biuretreaktion zeigt, deutet darauf, dass 
die Substanz nicht die Aminoséureverkettung bildet, sondern nach 
Tomita’s (1931) Anschauung im Molekiile wenigstens eine freie 
Atomgruppe =C(—-NH,)—CH(OH)- hat. 

Wenn man die wasserige Lésung mit Kali und Kupfervitriol 
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versetzt, so bekommt man eine hellblaue Fallung, welche sich beim 
Kochen nicht verandert. 

Wenn man die wisserige Lésung mit verdiinnter Mineralsdure 
erhitzt, so reduziert sie dusserst intensiv die Fehlingsche Losung, 
sowie das Nylandersche Reagens, woraus hervorgeht, dass sich 
das 1-stindige Hydroxyl der Chitosamin-Molekiile an ihrer Ver- 
kniipfung beteiligt, welche Bindung durch Mineralsiure Icicht 
gespaltet wird. 


IV. Spaltungsprodukte. 


1. Bestimmung des Reduktionsvermégens, welches auf Trau- 
benzucker berechnet wurde. 


Um den héchsten Wert der reduzierenden Substanz zu _ be- 
stimmen, habe ich nach Angabe Komoris die abgewogene Substanz 
mit einer abgemessenen Menge Salzsdure bestimmter Konzentration 
erhitzt. Das Reduktionsvermégen wurde nach Bertrand bestimmt. 
Folgendes ist das Resultat: 


Reduzierende Substanz 


Substanz- H:O HCl Erhitzungs- auf Traubenzucker 
menge Menge Menge dauer bezogen 
g ecm eem Min. 
mg % 
0,1482 5,0 5,0 5,0 73,26 49,43 


2. Darstellung des hydrolytisch abspaltbaren Chitosamins. 


3,70 g¢ Substanz wurden 4 Stunden lang im Glycerinbad bei 
110-120° unter Zusatz von 7,0g Zinnchloriir mit 150,0 cem kon- 
zentrierter Salzsiure erhitzt; dann wurde mit Wasser verdiinnt, 
das Zinn durch Schwefelwasserstoff beseitigt, das Filtrat eingeengt 
und auf 200 cem aufgefiillt, 

Mit 10 ccm desselben wurde das Reduktionsvermégen nach 
Bertrand bestimmt. Fiir die Gesamtmenge ergab sich ein Gehalt 
von 1,004 g Chitosamin=26,52% des Ausgangsmaterials. 

Zur Darstellung von salzsaurem Chitosamin wurden 170 cem 
des oben erwaéhnten Filtrates auf dem Wasserbade bis zur Kristalli- 
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sation eingedampft. Das erhaltene Chitosaminechlorhydrat betrug 
0,9578 g. Fiir die Gesamtmenge ergab sich ein Gehalt von 0,9364 v 
Chitosamin =25,31%. 


0,9578x —119_ 200 _ 9 9364, 


215,45 170 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Als eine Fortsetzung von Komori’s Arbeit habe ich die 
Muttersubstanz des reduzierenden Kérpers aus Ovomukoid durch 
lange Verdauung mit Trypsin dargestellt. 

2. Diese Verbindung ist noch spurweise aschenhaltig; sie ist 
frei von Aminosauren, 

3. Der Chitosamingehalt wurde zu 49,43% ermittelt. 

4. Das 1-standige Hydroxyl der Chitosamin-Molekiile beteiligt 
sich an ihrer Verkniipfung. 

5. Auf Grund der Deutung der Biuretreaktion kann ein 
Vorhandensein der freien Atomgruppe =C(—NH,)-CHOH-— 
angenommen werden. 

Bromierung und acetolytische Untersuchung dieser Ver- 
bindung sind im Gang. 


LITERATUR. 


Komori, Y. (1925): Jl. of Biochem., 6, 1. 
Tomita, M. (1931): H-S., 201, 38. 
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UBER EINIGE FURANVERBINDUNGEN DER 
BARBITURSAURE. 


Von 


TOSHINORI ISEKI. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen 
Fakultét zu Nagasaki. Vorstand; Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 7, August 1933) 


Bekanntlich hat E. Fischer in Gemeinsamkeit mit A. Dilthy 
(1904) schon vor 30 Jahren Veronal durch Einwirkung von 
Diathylmalonester auf Harnstoff dargestellt. Seitdem ist man 
bestrebt, andere ahnliche Derivate zu synthetisieren und einige 
Beziehungen zwischen chemischer Konstitution und _ schlaf- 
erregender Wirkung festzustellen. 

Ks schien uns nun von Interesse, einerseits die Alkylgruppe 
des Veronals durch verschiedene Atomkomponenten zu ersetzen 
und die schlaferregende Wirkung zu yergleichen, und andererseits 
das Schicksal der einzelnen Verbindungen im tierischen Koérper zu 
verfolgen. 

Da die Barbiturséure, wie bekannt, mit Aldehyden sehr leicht. 
reagiert, so habe ich zunachst die Kondensation von Barbitursaure. 
mit Oxymethylfurfurol oder Difurfurolmethylather angestellt; das 
Verhalten der beiden letzteren im Tierorganismus ist im hiesigen 
Institut ausfiihrlich untersucht worden (1927-1933). Durch 
Reduktion der Oxymethylfurfuralbarbiturséure kann man leicht | 
Oxymethylfurfurylbarbitursiure synthetisieren, welche durch 
Behandlung mit Natriumalkoholat in die Natriumverbindung, dann 
durch Erhitzen mit einem passenden Halogenalkyl in eine sub- 
stituierte Oxymethylfurfurylbarbitursiure iibergefiihrt werden. 
kann. 

Meine Untersuchungen haben ergeben, dass die Oxymethy!- 
furfuralbarbitursdure im Organismus der untersuchten Tiere 
stets leicht gespaltet und dann oxydiert wird und als Oxymethyl- 
brenzsehleimséiure zu mehr als 15% in den Harn iibergeht. 
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EXPERIMENTELLES. 


1. Darstellung der Oxymethylfurfuralbarbitursaure. 
HC—CH CO—NH 
focus lame a 
7 ea 
CO—NH 
_ Eine Loésung von 6,5 ¢ Barbitursaiure in heissem Wasser wird 
mit 7,0 ¢ Oxymethylfurfurol versetzt, wobei sich die gesuchte Ver- 
bindung in Form eines pulverigen gelben Niederschlage abscheidet. 
Man digeriert den Kristall mit heissem Wasser, und der in Wasser 
unlésliche Korper wird mit Alkohol gewaschen. Die reine Substanz 
betrug 11,2 ¢, entsprechend 93,3% der Theorie. 
0,1170 g Substanz verbrauchten 9,85 cem n/10-H2SOx4. 
CioHsgN20s Ber. N 11,86% 
Gef. 11,78. 
Die Substanz schmilzt bei 274° (unkorr.). Jn Wasser, Alkohol 
und Hisessig ist sie fast unloslich. 


2. Kondensation des Di-(furfurol-methyl-2)-Ather mit 
Barbitursdure zu Di-(barbituryl-furfurol- 
methyl-2-)-Ather. 


Se a nee: tite 
| 
CO O=CH-C C-CH,-O-CH:-C C-CH=C CO 
Peeve SY BS de roy 
NH—CO fe) O CO—NH 


1,47 g Barbitursdure in heissem Wasser werden mit 0,95 g¢ Di- 
(furfurol-methyl-2)-Ather in 30% igem heissem Alkohol in einem 
Kolbchen zusammengebracht. Sofort scheidet sich ein gelblicher 
Niederschlag aus. Man digeriert die Masse mit Wasser, und der 
in Wasser unlosliche Kérper wird mit Alkohol ausgewaschen. Die 
Ausbeute betrug 1,82 g, entsprechend 99,0% der Theorie. 

0,1246 g Substanz verbrauchten 11,6 cem n/10—-H.SO,, 

CooH14Ni0o Ber. N 12,34% 
Gef. 12,29. 


Die Substanz ist in Wasser, Alkohol und Eisessig unléslich. 
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3. Fiitterung von Oxrymethylfurfuralbarbitursdure. 


Die synthetisch dargestellte Oxymethylfurfuralbarbitursiure 
wurde in taglichen Dosen von 5-6g Hunden und 1.0-1.5¢ 
Kaninchen per os eingegeben. Der Harn der Versuchstiere wurde 
bei niedriger Temperatur zum Sirup verdampft. Der Sirup wurde 
mit erwarmtem 94%igem Alkohol extrahiert. Der nach Abdamp- 
fen des Alkohols erhaltene Riickstand wurde in Wasser auf- 
genommen, mit Phosphorsiiure angesiiuert und dann mit Ather 
extrahiert. Aus dem Atherextrakt schied sich nach dem Abdampfen 
des Athers ein kristallinischer Kérper aus. Durch Umkristalli- 
sieren aus Wasser mit Tierkohle bekam ich schéne Kristalle in 
Form von Nadelchen, welche bei 167° unter Gasentwicklung 
schmolzen. 

I. 0,0547 g Subst.: 0,1028 g COs, 0,0208 g H20. 

II. 0,0487 g Subst.: 0,0909 g COs, 0,0201g H,0. 

CoH604 Ber. C 50,69% H 4,26% 
Gef. I. ,, 51,24  ,, 4,25 
oe E, 

Bei der Mischprobe mit der reinen Oxymethylbrenzschleim- 
saure zeigt sich keine Schmelzpunktsdepression. 

Die Resultate der Fiitterungsversuche von Oxymethylfurfural- 
barbitursadure sind tabellarisch niedergelegt : 


Ausbeute von 


F Gefiitterte Oxymethylbrenzschleimsiiure 
Tierarten Menge me 
* g % 
Kaninchen 53,8 4,99 15,41 
Hund 32,0 3,86 20,05 
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UBER DAS VERHALTEN DER METHYL- 
PROTOCATECHUAL-BARBITURSAURE IM 
KANINCHENORGANISMUS. 


VON 


EISEI KATAOKA, 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen 
Fakultét zu Nagasaki. WVorstand: Prof, M. Tomita.) 


(Hingegangen am 7. August 1933) 


Dass das verabreichte Vanillin im tierischen Organismus zu 
Vanillinsiiure oxydiert wird und zum Teile als Atherschwefelsiure 
und gepaarte Glukuronsiiure im Harn auftritt, ist von Preusse 
(1877) und Kotake (1905) festgestellt worden. 

Um das Schicksal der Barbitursiiure-Verbindung des Vanillins 
zu verfolgen, habe ich in Fortsetzung der Experimente von Iseki 
nach seiner Methode die Methylprotocatechualbarbiturséure syn- 
thetisiert und sie an Kaninchen yerfiittert. Meine Untersuchungen 
haben ergeben, dass die Methylprotocatechualbarbitursaure im 
Organismus des Kaninchens leicht gespaltet und das Vanillin zu 
Vanillinséiure oxydiert wird. 


EXPERIMENTELLE BELAGE. 
1. Darstellung der Methylprotocatechualbarbitursdure. 


Eine heisse wisserige Lésung von 23g Vanilin wird mit 20¢ 
Sarbitursdure in heissem Wasser versetzt, wobei sich eine gelbe 
Kristallmasse abscheidet. Man digeriert den Kristall mit Wasser, 
und der in Wasser unlosliche Korper wird aus heissem Methyl- 
alkohol umkristallisiert. Die reine Substanz betrug 39,0 ¢, ent- 
sprechend 98,4% der Theorie. 
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0,2000 g Substanz verbrauchten 14,5 eem n/10 HLSOQx,. 
Cio ioN20s Ber. N 10,68% 
Gef. 10,15% 
Die Substanz ist in Wasser, Ather und Benzin unldslich. In 
Aceton und Methylalkohol ist sie schwer léslich, lost sich jedoch 
in diesen Solventien in der Wiirme. In Athylalkohol ist sie léslich. 


2. Verftitterung an Kaninchen. 


Die synthetisch dargestellte Methylprotocatechualbarbitursaure 
wurde in taglichen Dosen von 2-3 g Kaninchen per os eingegeben. 
Der Harn der Versuchstiere wurde bei niedriger Temperatur zum 
Sirup verdampft. Der Sirup wurde mit Alkohol extrahiert. Der 
nach Abdampfen des Alkohols erhaltene Rickstand wurde in 
Wasser aufgenommen, mit Schwefelsiure angesduert und dann mit 
Ather extrahiert. Aus dem Atherextrakt schied sich nach dem 
Abdampfen des Athers eine Kristallmasse aus. Sie wurde aus 
Wasser mit Tierkohle umkristallisiert. Im ganzen wurden 41,0¢ 
gegeben. Aus dem Harn konnte ich 4,9 g reine Substanz erhalten, 
welche bei 207° schmolz. 

Auf Grund der Analyse und des Schmelzpunktes wird die 
Substanz als mit Vanillinsiure identisch angenommen. 

0,1028 g Substanz brauchten 6,4 cem n/10 NaOH bei der Titration. 
0,0938 g Substanz brauchten 5,8 cem n/10 NaOH bei der Titration. 
0,0607 g Substanz gaben 0,1286 ¢ CO, und 0,0276 g H20. 
CgHgO4 Ber. C 57,12% H 4,80% Mol.-Gew. 168 
Gef. 57,77 5,01 160,6 
161,7 

Die Saure lost sich schwer in kaltem, leichter in heissem 
Wasser. Sie ist in Alkohol und Ather leicht léslich, 

3. Vergleich der Oxydation des Vanillins und der 

Vanilinbarbitursdure im Ticrorganismus. 

Zur Entscheidung der Frage, ob die Oxydationsvorginge des 
Vanillins im Tierorganismus durch die Spaltung der Barbitursiiure 
beeinflusst werden oder nicht, habe ieh eine dquivalente Menge 
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Vanillin Kaninchen unter gleichen Bedingungen eingegeben; der 
Harn der Versuchstiere wurde in gleicher Weise auf Vanillinsdure 
bearbeitet. Im ganzen wurden 23,7g Vanillin (iquivalent zu 
41,0g¢ Methylprotocatechualbarbitursiure) gegenben, und 4,78g 
Vanillinséure aus dem Harn isoliert, 

Die Oxydation des Vanillins in freier Form und in der 
Barbitursdureverbindung verlaéuft also in gleicher Weise. 


LITERATUR, 
Iseki, T. (1934): J. of Biochem., 19, 7. 
Kotake, Y. (1905): H-S, 45, 320. 
Preusse (1877): H-S, 4, 213. 


The Journal of Biochemistry, Vol. XIX, No. 1. 


EINE NEVE GLYZERINBESTIMMUNG. 


Von 


EISEIL KATAOKA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen 
Fakultéit zw Nagasaki. Vorstand: Prof. M. Tomita.) 


(EHingegangen am 7. August 1933) 


Zum qualitativen Nachweis des Glycerins dient bekanntlich 
der beim raschen Erhitzen auftretende unangenehme, characteris- 
tische Geruch nach Akrolein, der auch beim Erhitzen der Glyceride 
entsteht. Wenn man also unter geeigneten Bedingungen imstande 
ist, das gebildete Akrolein quantitativ zu fassen, so kann das 
urspriingliche Glycerin leicht berechnet werden. 

Aus diesem Grunde habe ich eine einfache, in jedem Labora- 
torium brauchbare Methode der Glycerinbestimmung entworfen. 
Mein Verfahren beruht auf der Uberfiihrung des Glycerins durch 
Kochen mit Kaliumbisulfat in Akrolein, dessen Dampf in eine 
gemischte Lésung von Bertrand I und II eingeleitet wird. Das 
dabei entstehende Kupferoxydul wird nach Bertrand in Ferro- 
sulfat iibergefiihrt und mit Kaliumpermanganat titriert. Dieses 
Verfahren erfordert folgende Apparate: 

1) Zersetzungseprouvette A von 18cm Lange und 2,2 cm 
Durchmesser. 

2) Eine Abdampfungsvorrichtung, wie sie in umstehender 
Zeichnung (Abb. 1) abgebildet ist: die unter 1 erwahnte Eprou- 
vette A mit 2 Glasréhren, die eine (a) mit dem Hahn (¢e) zum 
Kohlensiiureentwickler und die andere (b) in schrager Lage 
liegende mit Vorlage (B) verbunden. 


I. AvsriuruNna@ DER BESTIMMUNG. 

Man bringt genau abgewogenes Glycerin und die 20fache 
Menge Kaliumbisulfat in das Reagenzglas und verbindet dieses 
mit dem a- und b-Rohr. Das an das vordere Ende des Rohrs b 
iittels Gummischlauchs angefiigte Glasrohr d fiihrt in den Kolben 
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B. In dieser Vorlage hat man schon vorher je 20 cem Bertrand 1 
und II Lisung eingebracht. Das Rohr e fiihrt zur Wasserstrahl- 
pumpe. Zuniichst leitet man Kohlensdiure 3-5 Minuten lang in A, 
um die Luft zu verdriingen. Man lisst dann das Rohr d in die 
Fliissigkeit im Kolben B eintauchen und schliesst den Hahn(C). 
Jetzt erhitzt man den Boden des Reagenzglases A, unter dem ein 
Asbestnetz, das ihn kaum beriihrt, befestigt ist. Nach halb- 
stiindigem Erhitzen verdringt sich der Inhalt des Reagenzglases 
in einen weisslichen Klumpen. 5 Minuten lang leitet man danach 
durch Hahn ec Kohlensiure zu und spritzt die innen und aussen 
am Rohr b und d hiangende Fliissigkeit mit der Spritzflasehe in 
den Kolben B zuriick. 


Abb. 1. 


Die Titration des entstehenden Kupferoxyduls wird nach dem 
Bertrand’schen Verfahren ausgefiihrt. Man rechnet zunachst 
unter Benutzung des oben erhaltenen Wertes die Anzahl Kupfer- 
milligramme aus, welche den verbrauchten Kubikzentimetern Per- 
manganatlésung entsprechen, und erfihrt weiter aus der Tabelle 
I die entsprechende Menge Glycerin: 

Die Abhingigkeit von x, der Anzahl Milligramme des Gly- 
cerins, und y, der des Kupfers, ist in Fig. 1 graphisch dargestellt 
worden. Auf der Abszisse ist x, auf der Ordinate y angegeben. 

Aus der obigen Linie lasst sich foleende Formel ableiten: 


(Formel A) y = 0,42 x — 2,2 
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TABELLE J, 

Glycerin ie ei Kupfer 
& g mg 
0,00 0,2 4,607 
0,01 0,2 5,235 
0,02 0,4 7,329 
0,03 0,6 10,470 
0,04 0,8 "13,611 
0,05 1,0 17,799 
0,06 1,2 : 23,034 
0,07 1,4 27,222 
0,08 1,6 32,457 
0,09 1,8 36,645 
0,10 2,0 40,833 


Vergleicht man nun die nach der Formel A_ berechneten 
Werte mit den direkt von mir gemessenen, so findet man eine 
annihernde Ubereinstimmung zwischen den beiden Werten: 

Ist also der Wert y festgestellt, so lasst sich der Wert x leicht 
nach der folgenden Forme] berechnen: 

(Formel B) x = 2,380 y + 5,238 


If. BesrnimuN@ DES GLYCERINS IN DEN GLYCERIDEN 
NACH DIESEM VERFAIIREN. 


Um die Frage zu entseheiden, ob das Glycerin im Glycerid- 
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TABELLE II. 
y mg 
zmg cen OF apes | 
Bes cs berechneten Differenz 
Werte Werte 
20 7,329 6,2 —15,4% 
25 = 8,3 
30 10,470 10,4 - 0,0% 
35 i oI 12,5 
40 13,611 14,6 +7,2% 
45 = 16,7 
50 47,799 18,8 +5,5% 
55 = 20,9 
60 23,034 23,0 —0,0% 
65 _ 25,1 
70 27,222 27,2 —0,0% 
75 — 29;3 
80 32,457 31,4 —3,2% 
85 — 33,5 
90 36,645 35,6 —2,8% 
95 = 37,8 
100 40,833 39,8 —2,5% 


molekiile sich nach dem oben geschilderten Verfahren bestimmen 
lasst, verfuhr ich zunachst wie folgt: Ich brachte eine bestimmte 
Menge von reinen f-Stearodipalmitin und die 2,2fache Menge 
Kahumbisulfat (beinahe 20fache Menge des Glycerins) in das 
Reagenzglas A und arbeitete wie oben erwahnt weiter. 

Die folgende Tabelle gibt die Ubersicht der erhaltenen 
Ergebnisse : 

Die Abhangigkeit von x, der Anzahl] Milligramme des Glycerins 
im f-Stearodipalmitin, und y, der Anzahl Milligramme des 
Kupfers, wird durch Fig. 2 wiedergegeben. 

Aus der Betrachtung der Linie findet man mithin fiir die 
Berechnung von y folgende Formel: 


(Formel C) y = 0,633 «+1 
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TABELLE III, 


8-Stearodipalmitin Glycerin Zugesetztes Kupfer 
KHSO; 
g g mg 
g 
0,05 0,005 0,11 4,607 
0,20 0,022 0,44 14,658 
0,40 0,044 0,88 29,316 
0,60 0,066 1,32 42,927 
0,80 0,088 1,76 56,538 


1,00 0,110 2,20 72,243 


0 10 20 30 10 50 60 7 80 .90 100 0 X- 
: W 66 88 Glycerin mg 


Wie aus umstehender Tabelle zu ersehen ist, stimmen die nach 
der Formel C berechneten Werte fiir x mit den durch die 
Messungen erhaltenen beinahe iiberein : 

Ist also der Wert y festgestellt, so lasst sich der Wert x 
leicht nach der folgenden Formel berechnen: 


(Formel D) x = 1,58 y — 1,58 
Wie aus Tabelle I und III zu ersehen ist, ist die Anzahl 
Kupfermilligramme bei der Glycerinbestimmung mit /-Stearo- 
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TABELLE IV. 
pe = — 


y mg 
Die durch Die nach 
eae Messungen der Forme] C Differenz 
erhaltenen berechneten 
Werte Werte 
5 4,607 4,165 +9,59 
10 = 7,330 
20 = 13,660 
22 14,658 14,926 +1,8% 
30 = 19,990 
40 = 26,320 
44 29,316 28,852 —1,6% 
50 = 32,650 * 
60 — 38,980 
66 42,927 2,778 — 0,39 
70 — 46,310 
80 == 51,640 
88 56,538 56,704 = 032% 
100 == 64,300 
110 72,243 70,630 —2,29% 


dipalmitin immer hoher als die Werte bei der Bestimmung mit 
reinem Glycerin. Ich unterlasse es, an dieser Stelle naher darauf 
einzugehen, inwiefern diese Methode fiir die Glycerinbestimmung 
der Neutralfette von Giiltigkeit ist. 


= a 
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CHEMISCHE ZUSAMMENSETZUNG DER 
SCHWEINETHYMUS. 


Von 


KISEI KATAOKA, 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen 
Fakultaét zu Nagasaki. Vorstand: Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 7, August 1933) 


Da die chemischen Stoffe, aus welchen sich die Zelle zusammen- 
setzt, eierseits die Grundlage der in der Zelle verlaufenden 
chemischen Vorgange bilden und andererseits die Organisations- 
anlage bei den verschiedenen tierischen Korpern begriinden, so 
verlohnt es der Miihe, die chemische Zusammensetzung der ein- 
zelnen Organe bei den verschiedenen Tierarten vergleichend zu 
untersuchen. 

Nachdem schon J. Karaschima (1928) im hiesigen Institut 
aus der Rinderthymus das reine /-Stearo-Dipalmitin dargestellt 
hat, habe ich nunmehr die chemische Untersuchung der Schweine- 
thymus unternommen. 


E.XXPERIMENTELLES. 


1659 g Thymus aus 218 Schweinen wurden zerkleinert, mittels 
eines starken Luftstromes getrocknet und in einem Soxhlet’schen 
Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. 

Die dtherléslichen Anteile wurden dann mit kaltem Aceton 
behandelt, und die aus der acetonléslichen Fraktion ausgeschie- 
denen Kristalle wurden aus warmem Alkohol umkristallisiert. Die 
Mengenverhiltnisse von Wasser, Fettstoffen und fettfreien Sub- 
stanzen sind kurz zusammengestellt wie folgt: 


1659 g frische Thymus 
Wasser 1063,5 ¢ (64,1%) 
Troekensubstanz 595,5 g (35,9% ) 


21 


22 EB. Kataoka: 


fettfreie Subst. 440,65 ¢ (26,6% ) 
Fettstoffe 154,85 g (9,3% ) 
acetonloslicher Teil 141,0¢ 

eres Teil 13,85 g 


I. DarstTELLUNG DES o-PALMITO-DISTEARINS. 


Der Atherextrakt der trocknen Thymus wurde verdunstet und 
mit kaltem Aceton extrahiert. Die aus dem Acetonextrakt beim 
Abkithlen auf 0° ausgeschiedenen Kristalle wurden dann mit 
warmem Alkohol aufgenommen. Beim Abkiihlen schied sich aus 
dieser Alkohollésung ein weisser Nadelkristall aus, welcher noch 
2mal aus warmem Alkohol umkristallisiert wurde. Die Ausbeute 
betrug 24,5 g¢ (4,1% der Trockenthymus). 


A. Kigenschaften. 

Die Substanz ist in Ather, Petroliither, Benzol, Toluol, Chloro- 
form und Schwefelkohlenstoff leicht léslich. In Essigiither, Athyl-, 
Methyl- und Amyl-Alkohol und Aceton ist sie fast unldslich. Bei 
gelinder Warme wird sie aber mit den erwihnten Lésungsmitteln 
sehr leicht extrahiert. Sie schmilzt bei 63,5°. Unter bestimmten 
Bedingungen hat sie Doppelschmelzpunkte von 50° und 63,5°. 
Stickstoff, Phosphor und Schwefel sind nicht nachweisbar. Chole- 
sterinreaktion ist negativ. 


B. Analyse. 
I. Elementaranalyse. 
0,0544 g Substanz gaben 0,1535 g CO2 und 0,0599 ¢ H.O. 
C55H10606 Ber. C 76,49% H 12.38% 
Gef. 76,94 12,31 
II. Ermittelung der Verseifungszahl. 


0,3624 ¢ Substanz verbrauchten n/2-KOH 2,55 eem 
Berechnet fiir ein Palmito-Distearin 195,05 
Gefunden 197,4 


Die Substanz zeigt weder Siurezahl noeh Jodzahl. 
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C. Spaltungsprodukte. 

Das aus diesem Glycerid durch Verseifung mit Kalilauge 
erhaltene Fettsiuregemisch hat den Schmelzpunkt von 63,5°. 
Dieser Schmelzpunkt entspricht nach der von Heintz (1854) 
aufgestellten Tabelle einem Gehalt von 30% Palmitinséure und 
70% Stearinsiure. Auf diese Weise wird die angenommene 
Zusammensetzung ebenfalls bestiitigt. Die Saurezahl dieses Fett- 
saiuregemisches wurde bestimmt. 

0,4395 g Substanz verbrauchten n/2-KOH 3,2 ecm. 

Berechnet fiir ein Gemisch von 1 Mol Palmitinséure und 2 Mol 
Stearinsdure : 204,1 

Gefunden 204,2 

Um die Glycerinmenge zu bestimmen, wurden 1,5248 g 
Glycerid mit Natriumalkoholat nach Kossel und Obermiiller 
(1890-1) verseift. In glycerinhaltiger wisseriger Lésung wurde 
der Glyceringehalt nach C. Mangold (1891) bestimmt. 


1,5248 ¢ Substanz verbrauchten n/5-KMnOy, 17,1 cem. 
Glyceringehalt des Palmito-Distearins Ber. 10,67% 
Gef. 10,31 


II. PROTEINSTOFFE. 


60 ¢@ der trocknen fettfreien Substanz wurden mit Schwefel- 
saure hydrolysiert und das Hydrolysat auf Hexonbasen verarbeitet. 
Andererseits wurden 160¢ derselben Substanz mit Salzsaéure 
hydrolysiert und aus dem Salzsdurehydrolysate Monoaminoséuren 
isoliert. Die Trennung der Hexonbasen geschah nach dem Kossel 
und Kutsecherschen Verfahren. Das Arginin und Lysin wurden 
als Pikrat und das Histidin als Pikrolonat kristallinisch dargestellt. 
Monoaminosiuren wurden nach Fischers Estermethode isoliert. 
Die Gesamtmenge der aus Schweinethymus isolierten Aminosdéuren 
betrug fiir 100 g Material: 


Glykokoll — 
Alanin 1,19 g 
Valin 0,81 


Leucin 3,24 
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Tsoleucin 1,28 
1-Prolin 0,57 
dl-Prolin 0,27 
Phenylalanin 0,01 
Glutaminsiiure 

Asparaginsiure \ 2,80 
Serin 

Lysin 1,58 
Arginin 2,00 
Histidin 0,21 

ZUSAMMENFASSUNG. 


1. In der Sehweinethymus wurde a-Palmito-Distearin rein 
kristallinisch isoliert. 

2. Unter den Proteinbausteinen ist das quantitative Uber- 
wiegen der basischen Diaminosiiuren und des Leucins bemerkens- 
wert. Glykokoll liess sich kemes nachweisen. 
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VERGLEICHENDE UNTERSUCHUNG DER 
CHEMISCHEN ZUSAMMENSETZUNG DES 
PANKREAS. 


VON 


BKISEL KATAOKA, 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen 
Fakultét zu Nagasaki. Vorstand: Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 7, August. 1933) 


Jedes Studium physiologischer Vorgiinge, von welchen Ge- 
sichtspunkten auch immer es ausgehen moge, fiihrt notwendiger- 
weise zur Betrachtung des Protoplasmas. Auch ein vergleichend- 
biochemisches Studium im Bereiche der verschiedenen Formen 
tierischer Organisation muss naturgemiss auf eine Betrachtung des 
Protoplasmas und seiner chemischen Konstitution zuriickgreifen. 
Die Erforschung der chemischen Zusammensetzung des Proto- 
plasmas muss sicherlich als eine der wichtigsten Aufgaben der 
Physiologie bezeichnet werden, wenn man auch auf der anderen 
Seite sich vor einer Uberschiitzung der auf dem Wege der chemi- 
schen Analyse einer Lisung zugénglichen Probleme zu hiiten hat. 

Wenn ein Organ morphologisch und physiologisch heterogen 
ist, so miissen sein histologisches Bild und seine chemische Kon- 
stitution, je nach der Veranderung der physiologischen Wirkung 
des Organs, nicht stets dieselben sein, sondern Veranderungen 
erfahren. Die chemische Zusammensé¢tzung eines bestimmten 
Organs muss sich in einigem Parallelismus zu den morphologischen 
Verschiedenheiten verhalten. Bekanntlich besitzt das Pankreas 
einerseits eine exkretorische und andererseits eine inkretorische 
Funktion. Man hat durch Unterbindung der Ausfihrungsginge 
der Pankreasdriise erreicht, dass die sezernierenden Zellen mit der 
Zeit zugrunde gingen, wéhrend die von Langerhans entdeckten 
Gewebsteile in Funktion blieben. Man kann dabei mit Recht 
erwarten, dass die chemische Zusammensetzung der Pankreasdriise 
vor und nach der Operation nicht dieselbe ist. Vielleicht kann 
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man auf diese Weise zur Kenntnis der chemischen Konstitution 
des Insulins einen Beitrag liefern. 

Von diesem Gesichtspunkt ausgehend, habe ich auf Veran- 
lassung von Herrn Prof. Tomita die vergleichende Untersuchung 
der chemischen Zusammensetzung der normalen Pankreasdrise 
unternommen, deren Resultate im folgenden mitgeteilt werden. 


I. UNTERSUCHUNG DER FETTSTOFFE. 


A. Menge und Eigenschafien der Fettsubstanzen 
der Pankreasdriise. 


Die Pankreasdriise eines frisch getéteten Rindes oder Schweins 
wurde méglichst schnell vom Schlachthofe bezogen. Die vom Blut, 
Fett- und Bindegewebe befreite Driise wurde sofort gewogen, dann 
zerkleinert und mittels eines starken Luftstromes getrocknet, 
welcher das auf einem Porzellanteller in diinner Schicht liegende 
Material beblies. Das getrocknete Material wurde mit Ather und 
Alkohol extrahiert. 

Die ather-alkoholléslichen Fraktionen wurden als Fettsubstanz 
behandelt, und aus den ungelésten Teilen die Proteinstoffe 
analysiert. Die Fraktionierung geschah in der folgenden Weise: 


frische Pankreasdriise 
| (Trocknen) 


Wassergehalt trockne Pankreasdriise 


( ae 


ungeléste Substanz 


ither) 
x ] \ 
Alkoholextrakt Atherextrakt ungeléste Substanz 
ee | 
Sepik (Ather mit etal Apparat) 
senile —. ] ele, Png = 5, 
Atherextrakt ungeloste Subst. Atherextrakt ungeldéste Subst. 
(A) (B) (C) (D) 


Die Tierarten, das Geschlecht, das Alter der Tiere, die Zahl 
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und das Gewicht des verwendeten Materials und die Mengen- 
verhiltnisse von Wasser, Fettstoffen und fettfreien Substanzen sind 
kurz in Tabelle I zusammengestellt. 


TABELLE I, 
S | zahi der |Gewicht So ee 
Ti ® |verwende| der ee Fettfreie 

Sea shen) 3 ten Pank-|frischen - aie ane Fettstoffe 

RS reas- Driisen S .) eran aes ts 
| driisen g g % g % 
Schwein] ynhe. | 3 10 669,8 | 458,6| 68,5] 135,4| 20,2] 75,8] 11,3 
99 kannt | 9 10 738,0 | 513,3| 69,5} 146,7/} 19,9] 77,9) 10,6 
Rind 1-4 & 5 786,0 | 559,9| 71,2) 123,8) 15,8! 102,3] 13,0 
” 5-7 é 5 1330,5 | 987,8| 74,2} 188,8| 11,6] 153,9| 14,2 
” 8-12 re) 5 852,7 | 601,3| 70,5] 167,7| 19,7) 83,7) 9,8 
» 1-4 9 5 924,0 | 642,9| 69,5 | 159,5) 17,3} 121,6| 13,2 
” 5-7 g 5 793,4 | 547,3} 69,0] 115,0] 14,5) 130,7| 16,5 
” 8-12 9 5 1265,0 | 924,5) 73,1| 220,0} 17,4] 120,5| 9,5 


Die Léslichkeit jeder Fraktion der Ather-alkohol-léslichen 
Anteile und ihre Menge wurden kurz in Tabelle IJ zusammen- 
gestellt : 


TABELLE IT. 
Zahl Frakti 
3 PORES raktion 
= ® | wende- ai ac LL a 
Stan teranre |e, at? Alkohol 1,1] Alkohol 1.1] Alkohol w.1 
ay 2 | Pank- Aether 1.1/ Aether w.1| Aether 1. 
© lreasdrii- (A) (B) (0) 
sen g g g 
Schwein| ynbe- | 6 | 10 31,5 26,1 18,2 
a kannt | 9 10 27,2 33,9 16,8 
Rind 1-4 $ 5 36,4 22,6 43,3 
“, 5-7 fa) 5 30,3 82,7 40,9 
“4 8-12 re) 5 29,8 38,8 15,1 
3 1-4 g 5 42,8 20,0 58,8 
9 5-7 ? 5 39,8 47,0 43,9 
ad 8-12 co) 5 39,8 8252 48,5 
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Die A-Fraktion muss freie Fettsiuren, Fett und Cholesterin 
enthalten. Aus der C-Fraktion wurden ziemlich leicht kristalline 
Glyceride isoliert. Um gewisse Anhaltspunkte tiber die Zusammen- 
setzung beider Fraktionen zu erhalten, wurden die sogenannten 
Kennzahlen ermittelt. Dabei zeigte sich folgendes Resultat (vgl. 
Tabelle III) : 


TABELLE III. 


Kennzahlen 


Tier- Alter | Gesch- | Frak- ‘ 2 
F - Versei- | Reichert- | Polens- 
arten |(Jahre)| lecht | tion | Sdure- Senge Moleal’s kas Laivdenis 


zahl |“ zabl | Zahl | Zahl 
Schwein} unbe- 3 A 43,48 | 181,10 0,349 0,551 63,25 
kannt C 40,45 185,96 1,049 1,283 65,42 
of » 2 A 45,72 | 180,45 0,970 0,692 65,72 
C 45,60 186,49 1,003 1,171 69,15 
Rind 1-4 () A 45,29 183,90 0,840 0,986 56,42 
C 80,57 193,10 0,495 1337 40,15 
3 5-7 o) A 52,54 181,50 1,199 1,229 59,60 
Cc 86,43 190,31 0,360 ayy 46,90 
3 8-12 ry A 55,17 | 181,85 0,920 1,027 56,96 
C 67,33 196,57 0,744 1,352 44,86 
a) 1-4 2 A 42,76 186,10 0,910 1,118 54,27 
Cc 79,95 | 195,02 0,716 1,966 39,05 
io 5-7 9 A 41,10 | 183,85 0,714 0,835 53,53 
C 86,16 194,86 0,709 1,260 39,37 
” 8-12 f°) A 46,14 | 180,25 1,004 1,991 56,91 
C 91,37 | 185,36 0,532 1,234 45,84 


Es fallt auf, dass in der C-Fraktion des Rinderpankreas 
doppelt so viele freie Fettsiuren vorhanden sind als in derselben 
Fraktion des Schweinepankreas. 


B. Darstellung der kristallinen Glyceride. 


Die obige C-Fraktion wurde im Hisschrank abgekiihlt. Die 
dabei ausgeschiedenen Kristalle wurden mit auf 45-50° erwirmtem 
85%igem Alkohol aunfgenommen. Bei Zimmertemperatur schieden 
sich aus dieser Alkohollésung weisse Nadelkristalle aus. Diese 
Kristalle wurden 2mal aus auf 45-50° erwirmtem absolutem 
Alkohol und eventuell aus warmem Aceton umkristallisiert. 

Aus Rinderpankreas wurde /-Stearo-Dipalmitin analysenrein 
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isoliert. Aus Schweinepankreas bekam ich dagegen ein bei 65° 
schmelzendes Glycerid. Auf Grund der bei den Elementaranalysen 
erhaltenen Zahlen glaube ich, das aus dem Schweinepankreas 
abgeschiedene Glycerid als (-Lauro-a-Distearin betrachten zu 
diirfen, 

Die Menge der kristallinisch ausgeschiedenen Glyceride, ihr 
Schmelzpunkt sowie die Doppelschmelzpunkte werden in Tabelle 
IV angegeben: 


TABELLE IV. 


Zahl der | Menge yenee Schmelzpunkt 
Tier- Alter Gesch- |yerwendeten| der kristall: i= 
arten (Jahre) lecht Pank- ({C-Frakt. Glyce ‘de 
reasdriisen g hes stabil | doppelt 


Schwein |junbekannt 


? 10 16,5 0,75 65° 51° 65° 

Rind 1-4 ) 5 43,3 2,40 5950 “| 49 5955 

” 5-7 fo) 5) 40,9 0,51 5955 1 49 5950 

” 1-4 ? 5) 58,8 2,22 59,5 | 49 89,5 

” d-7 rs) 5 - 43,9 3,26 59,5 | 49 59,5 
”» 8-12 ? 5 . 48,5 0,42 57 48 57 


I, #-Srearo-DipaLMITIN aUS RINDERPANKREAS. 


A. Eigenschaften. Die Substanz ist in Ather, Benzol, Toluol, 
Schwefelkohlenstoff, Petrolather, Benzin und Chloroform leicht 
léslich. In kaltem Pyridin, Athyl- und Methylalkohol, Aceton und 
Essigither ist sie fast unldslich. Bei gelinder Warme wird sie 
aber mit den erwihnten Lésungsmitteln leicht extrahiert. 

Stickstoff, Phosphor und Schwefel sind nicht nachweisbar. 
Cholesterinreaktion ist negativ. 


B. Elementaranalyse. 
0,1459 g Substanz gaben 0,4092 g COz u. 0,1572 ¢ H.O. 
C53H10206 Ber. C 76,18% H 12,32% 
Gef. ,, 76,49 ,, 12,06 
C. Ermittlung der Verseifungszahl, 
0,3325 g Substanz verbrauchten n/2 KOH 2,42 eem. 
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0,2208 g m 1,58 eem. 
0,2658 ¢ 3 1,93 eem. 
Ber. fiir ein 1 Stearodipalmitin 201,6 

Gef. 204,6, 201,6, 203,7. 


Die Substanz zeigt weder Séiurezahl noch Jodzahl, 

D. Spaltungsprodukte. Das aus diesem Glycerid durch Ver- 
seifung mit Kalilauge erhaltene Fettsauregemisch hat den Schmelz- 
punkt von 55,3°. Dieser Schmelzpunkt entspricht nach der von 
Heintz (1854) aufgestellten Tabelle einem Gehalt von 32,5% 
Stearinsiure und 67,5% Palmitinsiure. Auf diese Weise wird die 
angenommene Zusammensetzung ebenfalls bestitigt. Die Saurezahl 
dieses Fettsiuregemisches wurde geeicht. 


0,5203 g Substanz verbrauchten n/2-KOH 3,9 ecm. 
Ber. fiir ein Gemisch von 1 Mol. Stearinséure und 2 Mol. 
Palmitinsdure : 211,2 

Gef. 210,25 


Um die Glycerinmenge zu bestimmen, wurden 4,7313 g 
Glycerid mit Natriumalkoholat nach Kossel und Obermiiller 
(1890-1) verseift. In der glycerinhaltigen wasserigen Loésung 
wurde der Glyceringhalt nach C. Mangold (1891) bestimmt. 

4,7313 g Substanz verbrauchten n/10-KMnO, 111,0 eem. 


Glyceringehalt des Ssearodipalmitins Ber. 11,03% 
Gef. 10,79 


IJ. #-Lavro-a-DistearIn aus SCHWEINEPANKREAS. 
A, Higenschaften. Die Loslichkeit des Glycerides ist genau 
so wie die des 6-Stearo-Dipalmitins. 
Stickstoff, Phosphor und Schwefel sind nachweisbar. Chole- 
sterin ist negativ. 


B. Elementaranalyse. 
0,1134 g Substanz gaben 0,3157 g CO, u. 0,1247 g HO. 
C51H 306 Ber. C 75,86 % H 12,24% 
Gef. ,, 15,92 » 12,30 
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C. Ermittlung der Verseifungszahl. 
0,0996 g Substanz verbrauchten n/2-KOH 0,76 ecm. 


0,1036 g Substanz verbrauchten Fe 0,77 cem. 
Ber. fiir ein 1 Laurodistearin 208,6 
Gef. 214,3, 208,7. 


II. PRoOvrreINSTOFFE. 


50 g der Trockensubstanz der D-Fraktion (Ather und Alkohol 
unloslich) wurden jedesmal mit Schwefelséure hydrolysiert, und 
das Schwefelsiurehydrolysat wurde auf Hexonbasen verarbeitet. 
Andererseits wurden jedesmal 160 ¢ derselben Substanz mit Salz- 
siure hydrolysiert und aus dem Hydrolysate die Monoaminoséuren 
nach Fischers Estermethode isoliert. Bei der Untersuchung der 
Hexonbasen habe ich das Verfahren von Kossel und Kutscher 
angewandt und das Arginin und Lysin als Pikrat, das Histidin 
als Pikrolonat getrennt. Die Gesamtmenge der aus Rinder- und 
Schweinepankreas isolierten Aminosduren ist in Tabelle V kurz 


zusammengestellt. 
TABELLE V. 
Schweinepankreas Rinderpankreas 
Aminosauren 
i) g a) g 
Lysin 3,94% 3,01% 3,56% 2,89% 
Arginin 2,33 2,54 2,45 2,60 
Histidin 0,39 ; 0,35 0,61 0,62 
Glykokoll 0,03 0,03 
d-Alanin 0,35 0,82 
Valin 2,19 0,64 
Leucin 5,34 5,44 
Tsoleucin 0,28 0,31 
1-Prolin 0,68 0,54 
dl-Prolin 0,38 0,25 
Glutaminsiure 1,23 1,93 
Asparaginsaure 0,77 0,26 


Serin 0,11 0,09 
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ZUSAMMENPASSUNG. 


1. Bei beiden Tierarten (Schwein und Rind) zeigte sich kein 
auffallender Untersehied in den Eiweissbausteinen der Pankreas- 
drise. 

In quantitativer Hinsicht ist das Uberwiegen des Leucins und 
der basischen Diaminoséuren unter den  Proteinbausteinen 
bemerkenswert. 

2. Jn dem Rinderpankreas wurde /-Stearo-Dipalmitin rein 
kristallinisch isoliert. Es wurde in dem Schweinepankreas nicht 
aufgefunden, dagegen ein Glycerid, welches als 6-Lauro-a-Distearin 
angenommen werden kann. 
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ZUR KENNTNIS DES DIAZOHARNS. 


Ill. Uber die chemische Zusammensetzung des Diazoharns 
bei Scharlach. 


Von 


SADAJIRO NAKAYAMA. 


(dus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen 
Fakultét zu Nagasaki. Vorstand: Prof. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 7. August 1933) 


Paul Ehrlich, der die Diazo-Reaktion im Jahre 1882 im 
Urine eines Typhuskranken entdeckte, hatte bewiesen, dass sie 
nicht auf Zersetzungsprodukte im Darmkanal zuriickzufiihren ist, 
und er unternahm bereits Versuche um dem Produkt, das im Urin 
mit Diazoniumsalz kuppelt, auf die Spur zu kommen. 

Seitdem sind viele Hypothesen iiber die Reaktion ausgespro- 
chen worden, ohne dass exakte Beweise geliefert und eine Uber- 
einstimmung mi den chemischen Tatsachen erzeilt wurde. 

Um in das Dunkel, das den Chemismus der Diazoreaktion 
umhiilt, zu leuchten, ist es notwendig, den unbekannten Stoff 
oder die unbekannten Stoffe in irgendeiner kristallisierten und 
analysierbaren Form zu erhalten, sei es als Chromogen selbst oder 
als. Derivat desselben. 

Leo Hermanns (1926) machte die Erfahrung, dass der 
Diazoprobe kein einheitlicher chemischer Stoff zugrunde liegt, 
sondern dass den verschiedenen Krankheiten auch verschiedene 
Ausseheidungsprodukte im Urin zukommen. Von diesen gelang es 
ihm drei Produkte in Form der betreffenden Azofarbstoffe, namlich 
als Oxyindol-, Oxykresol- und Kumaronderivat, zu fassen. Die 
Diazoreaktion beruht also nach ihm auf der Ausscheidung 
phenolartiger Substanzen, die je nach der Krankheit verschieden 
sind und wahrscheinlich einer toxischen Gewebsschadigung ihre 
Entstehung verdanken. 

In jiingster Zeit konnte P. Sachs (1932) aus Diazoharn einen 
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kristallinen Dichlorazobenzolfarbstoff isolieren. Er konnte ferner 
aus dem Farbstoffe zweierlei Benzoylderivate gewinnen, und er 
vermutete, dass das Chromogen vielleicht mit dem von Kotake 
(1931) gefundenen Kynurenin in Zusammenhang gebracht werden 
kann. 

Andererseits ist im hiesigen Institut seit Jahren die Antoxy- 
proteinsiure des Diazoharns untersucht worden, die zum ersten Mal 
yon Bondzynski (1905) aus normalem Menschenharn isoliert 
wurde, Komori (1926) und Sendju (1927) haben sich davon 
liberzeugt, dass diese Siure an der Diazoreaktion des Harns bei 
Phthisis und Typhus wesentlich beteiligt ist. 

Um naheren Aufschluss iiber die chemische Natur der Diazo- 
reaktion des pathologischen Harns zu erlangen, habe ich nun das 
Studium des Diazoharns bei Scharlach unternommen, dessen 
Ergebnisse im folgenden mitgeteilt werden sollen. 


Experimentelles. 


9,71 des Diazoharns bei Seharlach wurden mit Essigséure 
schwach angesduert, auf dem Waserbade bis zu diinmnem Sirup 
eingedampft und so lange mit Bleiessig versetzt, bis keine Fallung 
mehr auftrat. Das Filtrat und die Waschwisser wurden vereinigt, 
unter yvermindertem Druck bei 40° eingeengt, mit verdiinnter 
Schwefelsdéure angesiuert, und das Filtrat von Bleisulfat in vacuo 
eingeengt. Diese Losung wurde mit kaltgesaittigtem Barytwasser 
versetzt, bis die Fliissigkeit deutlich alkalische Reaktion zeigte. 
Der iiberschtissige Baryt wurde durch Kohlensaure beseitigt, und 
die unter vermindertem Druck stark eingeengte Liésung dann 
tropfenweise in absoluten Alkohol eingegossen. Der entstandene 
weisse Niederschlag wurde abgenutseht und mit absolutem Alkohol 
gewaschen. Diese Alkoholfallung wurde zur Trennung der Antoxy- 
proteinsdure sowie Oxyproteinsiiure benutzt, und das Filtrat zur 
Isoherung von Aminosiuren reserviert. 


1. TRENNUNG DER ANTOXYPROTEINSAURE., 
Die Alkoholfillung wurde in Wasser gelést, von dem Baryum 
dureh verdiinute Schwefelsiure befreit, mit Essigsiure sehwach 
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angesiuert und dann mit 20% iger Lésung von Quecksilberacetat 
versetzt, und zwar so lange, als sie noch eine Fallung erzeugte; es 
entstand ein sehr reichlicher weisser Niederschlag. Nach einigen 
Tagen wurde der Niederschlag abgenutseht und mit 20%iger 
Quecksilberacetatlésung sorgfaltig ausgewaschen. Dieser bei essig- 
saurer Reaktion dureh Quecksilberacetat gefallte Niederschlag 
diente zur Darstellung der Antoxyproteinséiure. Der Niedersehlag 
wurde in Wasser aufgeschwemmt und mit Schwefelwasserstoft 
zerlegt. Aus der vom Quecksilbersulfid abfiltrierten Loésung 
wurde durch Eindampfen unter vermindertem Druck der Schwefel- 
wasserstoff vertrieben; die Lisung wurde weiter zu dickem Sirup 
eingedampft, und dann in absoluten Alkohol unter Umriihren 
eingegossen. Dabei wurden anorganische Salze als weisse Nieder- 
sehlage gefallt; die Antoxyproteinsiure musste im Filtrate von 
dieser Fallung gesucht werden. Das alkoholische Filtrat wurde 
in vacuo unter Zusatz von Schwefelséure verdampft, un die darin 
enthaltene Essigsdure zu vertreiben. Der Sirup wurde dann in 
Wasser gelost, mit launwarmem Barytwasser gesattigt und unter 
vermindertem Druck stark eingedampft. Diese Behandlung wurde 
mehrmals wiederholt, um das Ammoniak vollsténdig zu verjagen. 
Nach der Beseitigung des Barytiiberschusses mit Kohlensdure, 
sowie dem Einengen der Fliissigkeit in vacuo bis zur Sirup- 
konsistenz wurde die Antoxyproteinsiure durch Eingiessen in 
absoluten Alkohol als Bariumsalz gefallt. Der Niederschlag 
wurde schnell abgesaugt und mit absolutem Alkohol sowie Ather 
getrocknet. Die gewonnene Substanz, die noch hygroskopisch war, 
wurde nochmals in Wasser gelést, der Baryt mit Schwefelsdure 
ausgefallt, das Filtrat vom Bariumsulfat bei schwefelsaurer Reak- 
tion unter vermindertem Druck stark eingedampft und dann in 
konzentrierten Alkohorl eingegossen. Auf Grund ihrer leichten 
Loslichkeit in Alkohol, wurde die freie Antoxyproteinséure in dem 
Alkoholauszuge gesucht, und sie konnte von den in Alkohol sehwer 
léslichen Salzen getrennt werden. Zur weiteren Reinigung der 
Substanz wurde die aus dem Alkoholauszuge erhaltene Antoxy- 
proteinsiure nochmals nach der oben beschriebenen Methode als 
3ariumsalz gefallt; dasselbe wurde nun in Wasser geldst, mit 
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Schwefelsiure angesdiuert, von Erdalkalisulfaten abfiltriert und 
dann in vacuo zu diinnem Sirup eingeengt, mit Schwefelsdure 
versetzt, bis der Prozentgehalt 5% betrug, und dann mit kon- 
zentrierter Phosphorwolframsdurelésung gefallt. Die nach einigen 
Tagen abgesaugten Phosphorwolframsdure-Niederschlage der Ant- 
oxyproteinsdure wurden mit 5% iger Schwefelsdéure gewaschen und 
in einer Reibschale mit iiberschiissigem Atzbaryt zerrieben; dabei 
ging die Antoxyproteinsaure als Bariumsalz in die Losung iiber. 
Das Filtrat wurde in bekannter Weise mit Kohlenséiure behandelt, 
und das Filtrat vom Bariumearbonat unter vermindertem Druck 
zu dickem Sirup eingedampft und dann in absoluten Alkohol 
eingegossen. Das dabei entstandene Bariumsalz der Antoxy- 
proteinsiure wurde durch wiederholtes Auflésen in Wasser und 
Umfallen mit Alkohol zur Analyse gereinigt, worauf es schliesslich 
mit Ather nachgespiilt und im Vakuumexsiceator getrocknet wurde. 
Die Gesamtausbeute an Bariumsalz dieser Saure betrug 10,0 g. 

Diese Substanz zeigt Schwefelbleireaktion, gibt jedoch keine 
Biuret- und Xanthoproteinreaktion. Beim Kochen mit einer 
grossen Menge Millonschem Reagens zeigt sie keine Rotfarbung. 
Die Ehrlichsche Diazoreaktion ist stark positiv. Beim Erwarmen 
mit verdiinnter Salzséure spaltet der Schwefelwasserstoff ab. 

0,2385 g Substanz gaben 0,1142 g BaSO,=0,06714 2 Ba; 

entsprechend 28,15% Ba. ; 

Es unterliegt also keinem Zweifel, dass diese Substanz, mit 
der Angabe von Bondzynski und Dombrowski (1905) iiber- 
einstimmend, dem antoxyproteinsauren Barium entspricht. 


II. OXyYPROTEINSAURE. 

Nach dem Abtrennen der Antoxyproteinsdure aus essigsaurer 
Losung mit Quecksilberacetat, wurde die Loésung mit kaltgesittigter 
Natriumearbonatlosung neutralisiert und weiter mit Sodalésung 
so lange versetzt, als noch ein weisser Niedersehlag ausfiel. Mit 
dem Erscheinen eines gelben Niedersehlaes wurde die Fiallung 
unterbrochen. Diese Fallung bestand hauptsichlich aus dem 
Queeksilbersalz der Oxyproteinsiiure. Das Filtrat wurde zur 
Isolierung von Aminosduren reserviert. Der abgesaugte Nieder- 
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“schlag wurde in Wasser suspendiert und durch Schwefelwasserstoff 
zerlegt, das Filtrat vom Quecksilbersulfid unter vermindertem 
Druck zum Sirup eingedampft und dann mit absolutem Alkohol 
versetzt, um die anorganischen Salze zu beseitigen. Zur Entfernung 
der Essigsiure wurden nun die alkoholisehen Ausziige unter Zusatz 
von Schwefelsdure in vacuo verdampft. Der Riickstand wurde in 
Wasser gelést und mit lauwarmem Barytwasser ibersittigt. Das 
Filtrat vom Bariumsulfat wurde dann mit Kohlensdure behandelt. 
Nun wurde das Filtrat vom Bariumearbonat unter vermindertem 
Druck stark eingeengt und in absoluten Alkohol eingegossen. 
Dabei fielen weisse, nicht besonders hygroskopische Niederschlige 
aus, welche zum gréssten Teil aus dem Bariumsalze der Oxyprotein- 
saure bestanden. Durch wiederholtes Auflésen in Wasser und 
Umfallen mit Alkohol wurde das Bariumsalz zur Analyse gereinigt, 
schliesslich mit Ather nachgespiilt und im Vakuumexsiccator 
getrocknet. Es wog 1,6g. 

0,1250 g Substanz, verbrannt nach Kjeldahl. verbrauchten 
8,6 cem n/10-H2SO4; entsprechend 9,63% N. 
Diese Verbindung zeigt weder -Ehrlichsche Diazoreaktion 
noch Biuretreaktion. Die Schwefelbleiprobe ist positiv. 


III]. TRENNUNG DER AMINOSAUREN. 


Das bereits beschriebene Filtrat von der Alkoholfallung der 
Antoxy- und Oxyproteinsiure und das Filtrat von dem Queck- 
silbersalz der Oxyproteinsdéure wurden vereinigt, das geliste Queck- 
silber mit Schwefelwasserstoff beseitigt, die vom Quecksilbersulfid 
abfiltrierte Fliissigkeit dann unter vermindertem Druck stark 
eingeengt. Der darin reichlich enthaltene Harnstoff wurde durch 
Urease zerlegt, das Filtrat in vacuo stark eingeengt und mit 
absolutem Alkohol ausgezogen. Die alkoholischen Ausziige wurden 
wieder unter vermindertem Druck eingedampft, der Riickstand in 
5% H.SO,4 gelést und mit Phosphorwolframsaurelésung gefallt. 
Diese Niederschlige dienten zur Trennung der Hexonbasen, und 
das Filtrat wurde zur Bearbeitung der Monoaminosiuren benutzt. 
3ei der Untersuchung der Hexonbasen wurde das Verfahren von 
Kossel und Kutscher (1900) angewandt, und das Arginin und 
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Lysin wurde als Pikrat, das Histidin als Pikrolonat isoliert. 
Wegen Mangels an Untersuchungsmaterial wurden die Monoamino- 
sduren zusammen als Kupfersalz isoliert, und die Stickstoffmenge 
wurde nach Kjeldahl] bestimmt. 

Die Gesamtmenge der aus 9,71 Diazoharn bei Scharlach 
isolierten Antoxyproteinsdure, Oxyproteinsdure und Aminoséuren 
ist im folgenden zusammengestellt. 


Antoxy protemsaure 7,18 2 
Oxyproteinsaure 1,07 g 
Histidin 0,02 g 
Arginin 0,08 2 
Lysin 0,25 g 


N-Gehalt der Monoaminosauren 0,56 g 
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ZUR KENNTNIS DES DIAZOHARNS. 


IV. Uber die chemische Zusammensetzung des Diazoharns 
bei Masern. 


Von 


SADAJIRO NAKAYAMA, 


(Aus dem physiologisch-chemischcn Institut der medizinischen 
Fakultiit zu Nagasaki. Vorstand: Prof. M. Tomita.) 


(Bingegangen am 7. August 1933) 


Uber das chemische Prinzip der Diazoreaktion und die 
Isolierung der als Ursache dieser Reaktion angesehenen Substanzen 
stellte bereits Paul Ehrlich mehrere Untersuchungen an. Er 
hat zunachst Metallsalzfallungen angewandt und ein Zinksalz 
isoliert, das wegen seiner Unbestindigkeit nicht analysiert und 
daher nicht naher charakterisiert werden konnte. 

Auf Grund der Erfahrungen, die Bondzynski und Dom- 
browski (1905) bei ihren Untersuchungen iiber die Proteinsdure- 
fraktion des Urins machten, gibt die Antoxyproteinséure die 
typische Diazoreaktion. Ob diese Saure derjenige Korper ist, 
welcher die in verschiedenen Krankheiten beobachtete charakteris- 
tische Farbung des Harns mit den Diazoreagentien gibt, ist bis 
jetzt noch nicht entschieden. 

Um zu priifen, ob sich Beziehungen zwischen dieser Saure und 
der Diazoreaktion des Harns feststellen lassen, muss eine genauere 
echemische Untersuchung von verschiedenen pathologischen Urinen 
durehgefiihrt werden, die die Farbenreaktion geben. 

Nachdem Y. Komori (1926) und Y. Sendju (1927) im 
hiesigen Institut sich davon iiberzeugt hatten, dass die Antoxy- 
proteinsiiure an der Diazoreaktion des Harns bei Phthisis und 
Typhus abdominalis sehr wesentlich beteiligt ist, gelang es mir, 
aus dem Diazoharn bei Scharlach reichliche Antoxyproteinsdure 
zu isolieren. Ankniipfend an diese Beobachtung habe ich eine 
Reihe von Analysen des Diazoharns bei Masern angestellt, deren 
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Ergebnisse im folgenden mitgeteilt werden. 


Experimentelles. 


6,81 Diazoharn bei Masern wurden bei schwachsaurer Reaktion 
stark eingeenet und so lange mit Bleiessig versetzt, bis keine 
Fallung mehr auftrat. Nach dem Entbleien des Filtrats mit 
Schwefelsiure wurde die Fliissigkeit mit laawarmem Barytwasser 
deutlich alkalisch gemacht, und das von dem Bariumsulfat ab- 
getrennte Filtrat mit Kohlensiure von dem iiberschiissigen Baryt 
befreit. Nun wurde die klare Fliissigkeit unter vermindertem 
Druck stark eingeengt und dann tropfenweise in absoluten Alkohol 
eingegossen. Der voluminodse weisse Niederschlag wurde agmenut- 
scht und dann mit absolutem Alkohol gewaschen. Zur Trennung 
der Proteinséure wurde diese Alkoholfallung nach dem Verfahren 
von Bondzynski und Mitarbeitern behandelt und das Filtrat 
zur Isolierung der Aminoséuren benutzt. 


J. ALKOHOLFALLUNG. 
(Trennung der Antoxy- und Oxyproteinsaure. ) 


Die Alkoholfallung wurde in Wasser gelést, von dem Barium 
durch verdiinnte Schwefelséure befreit, das Filtrat mit Essigsiure 
schwach angesauert und dann so lange mit 20%iger Quecksilber- 
acetatlosung versetzt, bis keine Fallung- mehr auftrat. Nach 
einigen Tagen wurde der Niederschlag abgesaugt und mit 20%iger 
Quecksilberacetatlosung sorgfiltig ausgewaschen. Der Nieder- 
schlag wurde als A und das Filtrat als B behandelt. 


A. Quecksilberacetatmederschlag bei essigsuurer Reaktion. 
(Trennung der Antoxyproteinsiure. ) 

Zur Darstellung der Antoxyproteinséure wurde der bei saurer 
Reaktion ausgefallene Quecksilberniederschlag abgenutseht, griind- 
lich ausgewaschen und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Aus der vom 
Quecksilbersulfid abfiltrierten Lésung wurde durch Eindampfen 
unter vermindertem Druck der Schwefelwasserstoff vertrieben ; sie 
wurde dann weiter zu dickem Sirup eingedampft und dann in 
absoluten Alkohol unter Umschiitteln eingegossen. Das alkoho- 
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lische Filtrat von den ausgefiillten anorganischen ‘Salzen wurde 
dureh Vakuumdestillation unter Zusatz von Schwefelsiure von 
Essigsiure befreit. Der Sirup wurde nun in Wasser gelést, mit 
lauwarmem Barytwasser gesiattigt, und die Antoxyproteinsdure 
nach dem Ausfallen des Barytiiberschusses mit Kohlensaure sowie 
der Konzentration der Fliissigkeit in vacuo bis zur Sirupkonsistenz 
durch Eingiessen in Alkoholithergemisch als Bariumsalz gefallt. 
Da die erhaltenen Praparate noch Chlor enthielten, wurden sie 
zuerst mit Tierkohle entfarbt und weiter durch wiederholtes Auf- 
losen in Wasser und Umfillen mit einem Alkoholathergemisch 
zur Analyse gereinigt, worauf sie schliesslich mit Ather nachgespiilt 
und im Vakuumexsiceator getrocknet wurden. Die gewonnene 
Substanz wurde wieder in Wasser gelést, und das von dem Barium 
mit verdiinnter Schwefelsdure befreite Filtrat in vacuo zu diinnem 
Sirup eingeengt, mit Schwefelsdéure versetzt, bis der Prozentgehalt 
5% betrug, und dann mit konzentrierter Phosphorwolframsdure- 
lésung gefallt. Die nach einigen Tagen abgesaugten Phosphor- 
wolframsiéureniederschlage wurden mit 5%iger Schwefelsaure 
gewaschen und in einer Reibschale mit iiberschiissigem Atzbaryt 
und lauwarmem Barytwasser zerrieben; dabei ging die Antoxy- 
proteinsdure als Bariumsalz in die Losung wtiber. Das Filtrat 
wurde in bekannter Weise mit Kohlensaiure behandelt, und das 
Filtrat vom Bariumearbonat unter vermindertem Druck zu dickem 
Sirup eingeengt und dann in absoluten Alkohol eingegossen. Das 
entstandene Bariumsalz der Antoxyproteinsdure wurde durch 
wiederholtes Auflosen in Wasser und Umfallen mit Alkohol 
gereinigt und dann mit Ather nachgespiilt. Die Gesamtausbeute 
an Bariumsalz dieser Saure betrug 6,5 g. 
0,0598 g Substanz gaben 6,9 cem N (21°, 759 mm) 
N=138,05% 

Diese Substanz gibt keine Biuret- und Xanthoproteinreaktion. 
Wohl aber zeigt die Substanz in minimaler Menge eine deutliche 
Ehrlichsche Diazoreaktion. Die Analyse ergab einen Wert, der 
mit dem des antoxyproteinsauren Bariums iibereinstimmt. Seine 
Eigenschaften stimmten auch mit denen des Praparates von 
Bondzynski und Dombrokski (1905) vollstandig wberein. 


42 S. Nakayama: 


B. Quecksilberacetatmiederschlag aus dem antoxyproteimnsdure- 
freien Filtrate bet sodaalkalischer Reaktion. 
(Trennung der Oxyproteinsaure. ) 

Nach dem Abtrennen der Antoxyproteinsdure aus essigsaurer 
Lésung mit Quecksilberacetat wurde das Filtrat mit kaltgesattigter 
Natriumearbonatloésung neutralisiert, und weiter mit Sodaldsung 
so lange versetzt, bis ein gelber Niederschlag erschien. Die Fallung 
bestand nun zum groéssten Teil aus dem Quecksilbersalz der Oxy- 
proteinsaure. 

Das Filtrat wurde mit dem bereits erwihnten Filtrat von der 
Alkoholfallung (I) vereinigt und zur Darstellung der Aminosauren 
verwendet. Der abgesaugte Niederschlag wurde mit Schwefel- 
wasserstoff zerleet, die dadurch frei gewordene Saure nach dem 
Verjagen des Schwefelwasserstoffs zur Beseitigung der anorga- 
nischen Salze mit Alkohol ausgezogen. Zum Entfernen der 
Kssigsaure wurden nun die alkoholischen Ausziige unter Zusatz 
von Schwefelsiure in vacuo verdampft und dann in Bariumsalz 
umgewandelt. Die Ausbeute betrug 4,5 ¢. 

0,1268 g Substanz, nach Kjeldahl verbrannt, verbrauchten 

9,34 eem n/10-H2S0,; entsprechend 10,31%. 

Die Eigenschaften des Priaparates stimmten mit denen des 

Praparates von Bondzynski und Gottlieb (1905) iiberein. 


II. Fiutrat von DER ALKOHOLFALLUNG. 
(Trennung der Aminosiuren. ) 


Das Filtrat von der Alkoholfallung(1) und das Filtrat von 
dem Quecksilbersalz der Oxyproteinséure wurden vereinigt, das 
geloste Quecksilber mit Schwefelwasserstoff beseitigt, und die yom 
Quecksilbersulfid abfiltrierte Fliissigkeit dann unter vermindertem 
Druek stark eingeengt. Der darin reichlich enthaltene Harnstoff 
wurde dureh Urease zerlegt, das Filtrat in vacuo stark ein- 
geengt und mit absolutem Alkohol ausgezogen. Die alkoholischen 
Ausziige wurden wieder unter vermindertem Druck eingedampft, 
der Riickstand in 5% H2SO, gelést und mit Phosphorwolfram- 
sdurelosung gefillt. Diese Niedersehlage dienten zur Trennung 
der I[exonbasen. 
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Die Phosphorwolframsiiureniedersechlige wurden mit Baryt 
zerlegt, und die weitere Bearbeitung fiir die quantitative Bestim- 
mung der Hexonbasen geschah nach dem Vorschlag von Kossel 
und Kutseher (1900). Es ergab sich folgendes: 


PRIN Oe A 0,08 g (als Pikrolonat) 
Awan. Clr) es 0,32 g (als Pikrat) 
LiyGis EUR 2 Tere 0,55 @ (als Pikrat). 


Wegen Mangels an Untersuchungsmaterial wurden die Mono- 
aminosauren nicht untersucht. 

Die Gesamtmenge der aus 6,81 Diazoharn bei Masern isolierten 
Antoxyproteinsiure, Oxyproteinsiiure und Hexonbasen ist im 
folgenden zusammengestellt worden. 


Antoxyproteinsdure ... 6,5 g (als Ba-Salz) 

Oxyproteinsaure ...... 4,5 2 (als Ba-Salz) 

ro a, <a 0,08 g (als Pikrolonat) 

TL i ie 0,32 g (als Pikrat) 

PUMONTR ES So tig al iain 0,55 g (als Pikrat). 
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DES OXYDATIONS- UND REDUKTIONS- 
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(Fiinfte Mitteilung) 


Uber den Einfluss der Keimdriisen auf das Oxydations- und 
Reduktionsvermégen in den Geweben. 


VON 


SAKAE KAGIYAMA. 


(Aus dem physiologischen Institut der Fakultét zu Nagasaki. 
Direktor: Prof. Dr. D. Ogata.) 


(Hingegangen am 8. August, 1933) 


KINLEITUNG. 


Die Keimdriisen wirken bekanntlich nicht nur auf die 
Geschlechtsfunktion, sondern auch auf den allgemeinen Stoff- 
wechsel, und eine ihrer Funktionen scheint darin zu bestehen, dass 
sie den Oxydationsvorgang des Tierkérpers beeinflussen. Das 
Verhalten des respiratorischen Gaswechsels nach Kastration war 
schon vielfach Gegenstand eifriger und eingehender Untersu- 
chungen, und es wurde eine Reihe interessanter Versuche dariiber 
veroffentlicht. Nach Loewy u. Richter kam keine Veranderung 
unmittelbar nach der Kastration zustande, bei Hiindinnen trat erst 
nach vielen (10-15) Wochen eine dauernde Verringerung des 
Sauerstoffverbrauchs ein. Oophorindarreichung hob den respira- 
torischen Gaswechsel erheblich iiber den Ausgangswert hinaus. Zu 
prinzipiell gleichen Resultaten wie Loewy u. Richter kamen 
Eckstein u. Grafe, Heymans, Tsubura, Biedl, Grafe, 
Fachtner u.a., waihrend in den Untersuchungen von Korent- 
sehewsky und seinen Schiilern Rowinsky u. Schneider die 
Resultate ziemlich starke Schwankungen zeigten, ja manchmal 
sogar Steigerungen auftraten; auch in Shebuneffs Versuchen bei 
miinnlichen Hunden und Kaninehen wurde nicht immer ein 
Absinken beobachtet. Im Gegensatz zu diesen Befunden von 
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Loewy u. Richter usw. standen die Resultate der Versuche von 
Lithje, Bertschi, Plaut ua. Liithje leugnete beim Hund 
jeden Hinfluss der Kastration sowohl auf Koérpergewicht wie auf 
Gasstoffwechsel. 

Denselben wechselnden Einfluss des Ausfalls der Keimdriisen- 
funktion auf den Gesamtstoffwechsel wie bei Tieren sieht man auch 
beim Menschen. Zuntz stellte an vier kastrierten Frauen zunachst 
Abwesenheit von Verainderungen nach der Kastration fest, aber bei 
weiteren Untersuchungen trat eine ausgepragte Herabsetzung des 
respiratorischen Stoffwechsels langere Zeit nach der Kastration 
hervor. Bei zwei Eunuchoiden liess sich eine solehe Herabsetzung 
gegeniiber gleichgrossen normalen Individuen nicht nachweisen. 
Dureh Oophorin gelang es weder bei diesen noch bei Kastrierten 
eine Steigerung des respiratorischen Stoffwechsels zu erzielen. Bei 
Entfernung oder Unterfunktion des Hodens oder des Ovariums 
bemerkten Lipschiitz, Tierney, Liebensny, Loewy u. 
Kaminer, Fischer u.a. einen herabgesetzten Gaswechselwert, 
dagegen in anderen Fallen beobachteten Léffler, Plaut u.a. ganz 
normale Werte des Gaswechsels. 

Beziiglich des Einflusses der Darreichung von Keimdriisen- 
praparaten auf den respiratorischen Gaswechsel gehen die Resultate 
der Versuche vieler Autoren auch ziemlich auseinander. Nach der 
Anschauung von Loewy u. Richter, Weil, Bied1 wa. bleibt die 
Darreichung der Hoden- bzw. Ovarialsubstanz ohne Wirkung auf 
den Gaswechsel der gesunden normalen Tiere, dagagen zeigten 
Yasuda und Veer die gaswechselsteigernde Wirkung der Keim- 
driisenpraparate. Andererseits fanden Loewy u. Richter, 
Biedl, Yasuda wa. eine Steigerung des nach der Kastration 
herabgesetzten Gaswechsels durch Verabreichung von Keimdriisen- 
praparaten, wahrend Korentschewsky, Bertschi, Tsubura 
u.a. keine Steigerung des Gaswechsels erzielen konnten. Auch die 
Angaben in den klinischen Beobachtungen iiber das Verhalten des 
Gaswechsels nach Darreichung von Keimdriisenpraiparaten bei der 
Entfernung oder der Unterfunktion der Keimdriisen lauten 
widersprechend (Zuntz, Loewy u. Kaminer, Brugsch u. 
Rothmann uaa.). 
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Neuerdings stellte Yasuda eine Untersuchung iiber die 
Indophenoloxydasereaktion der Gewebe bei kastrierten Kaninchen 
an und fand eine Herabsetzung dieser Reaktion durch die Kastra- 
tion. Tsubura bemerkte in seiner eingehenden Untersuchung, 
dass eine Verminderung des respiratorischen Gawechsels nach der 
Kastration eintrat, und dass dieser verminderte Gaswechsel durch 
Transplantation von Keimdriisen mehr oder weniger gehoben 
wurde, wahrend die Verfiitterung von Keimdriisensubstanz ohne 
Wirkung blieb. Nach Kamei u. Sasaki ist kein merkbarer 
Einfluss auf den Glutathiongehalt nach der Hodenexstirpation zu 
erkennen, waihrend bei der Ovariumentfernung sich eine geringe 
Neigung zur Vermehrung des Glutathions in den meisten Organen 
zeigt. Die Verabreichung von Hodenpulver fiihrt zu Glutathion- 
verminderung in den meisten Organen. 

Uber die Wirkung der Keimdriisen auf den respiratorischen 
Gaswechsel sind also zahlreiche eingehende experimentelle Unter- 
suchungen, Verfiitterungsversuche bei Tieren, sowie klinische 
Beobachtungen beim Menschen angestellt worden; leider bestehen 
aber grosse Meinungsverschiedenheiten unter den Autoren, auch 
scheinen die bisherigen Versuchsanordnungen etwas ungeniigend, 
um sichere Schliisse daraus ziehen zu kénnen. Ferner gibt es soweit 
die Literatur mir zuganglich ist, fast keine Forschungen tiber 
die Beziehung zwischen dem Reduktionsvermégen des Gewebes und 
der Wirkung der Keimdriisen. Besonders. im Brennpunkt meines 
Interesses steht die Frage, ob die bei der Entwicklung der sekun- 
diiren Geschlechtscharaktere sich bei den beiden Geschlechtern ganz 
verschieden gestaltenden Hoden und Ovarien ganz dieselbe Funk- 
tion in bezug auf den respiratorischen Stoffwechsel besitzen oder 
nicht. Auch besitzen bekanntlich die Ovarien drei Arten Hormone, 
nimlich das Hormon-vyom Stroma, das vom Corpus Luteum, sowie 
das vom Liquor Folliculi, weshalb die Hormone der Ovarien 
auffallend komplizierter als die der Hoden sind. 

Um die so divergenten Resultate der diesbeziiglichen Unter- 
suchungen des Gaswechsels unter Beriicksichtigung der geschlecht- 
lichen Untersehiede zu kontrollieren und zu einem sicheren Schluss 
zu gelangen, studierte ich die Wirkung der Keimdriisen auf das 
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Oxydations- und Reduktionsvermégen und fiihrte zu diesem Zweek 
Kastrations- sowie Transplantationsversuche aus. 


VERSUCHSMETHODIK. 


Als Versuchstiere wurden Kaninchen gebraucht. Zur Unter- 
suchung des Oxydationsvermégens wurde das Blut aus den 
Ohrvenen verwendet, zu der des Reduktionsvermégens der M. 
castrocnemius. Das Oxydationsvermégen des Blutes wurde bei 
demselben Tier vor der Kastration oder Transplantation sowie 
10, 20, 40 und 60 Tage nach der Operation untersucht. Am 20., 
40. und 65. Tage nach der Kastration oder Transplantation wurde 
das Tier getotet, und sofort der M. gastrocnemius herausgeschnitten ; 
dann wurde das Reduktionsvermégen bestimmt. Der Hoden oder 
das Ovarium als Transplantat wurde ganz frisch und streng 
aseptisch aus gesundem Kaninchen herausgenommen, woraufhin 
sofort die subeutane Transplantation auf die aussere Flache der 
Bauchmuskeln des zugleich frisch kastrierten Kaninchens von 
gegenseitigem Geschlecht ausgefiihrt wurde, um das_ weitere 
Schicksal des Transplantats leicht durch dussere Betrachtung und 
Betastung verfolgen zu konnen. 

Echte langdauernde Transplantation des Hodens zu erzielen 
ist bekanntlich dusserst schwer. Bei meinen Fallen war der 
makroskopisch gut angewachsene transplantierte Hoden bis zum 
40sten Tage nach der Operation zu erkennen, aber am etwa 65sten 
Tage scheint der Hoden meist nekrotisch zu werden, wahrend bei 
der Transplantation des Ovariums wenigstens im Laufe von 65 
Tagen das makroskopisch gut angewachsene Ovarium in den 
meisten Fallen nachgewiesen wurde. Zur Bestimmung des Oxy- 
dations- und Reduktionsvermégens wurden das von Vernon 
angegebene, spiter von Staemmler-Sanders etwas modifizierte Ver- 
fahren und das in meinen friiheren Mitteilungen ausfiihrlich 
beschriebene Verfahren von Ahlgren benutzt. Demzufolge ent- 
spricht beim Oxydationsvermoégen die gréssere Zahl in den Tabellen 
einem stirkeren Oxydationsvermégen, wihrend beim Reduktions- 
vermogen das Verhaltnis umegekehrt ist. 
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VVERSUCHSERGEBNISSE. 


A. Osxydationsvermégen des Blutes. 
1. Gesunde Kaninchen. 


Vor den eigentlichen Versuchen habe ich das Oxydoreduktions- 
vermogen der gesunden Kaninchen gemessen. Die Resultate sind 
in Tabelle I und IV zusammengefasst. Im Durehsehnitt von allen 
50 Fallen war die Indophenoloxydasereaktion beim miannlichen 
Kaninchen starker als beim weiblichen. 


2. Kastrierte Kaninchen. 
Nach der Kastration der mannlichen Kaninchen kommt eine 
Herabsetzung der Indophenoloxydasereaktion zustande, und zwar 


TABELLE I. Gesunde Kaninchen. 


Mannliche Kaninchen Weibliche Kaninchen 
Korpergew. Oxydations- Korpergew. Oxydations- 

(g) vermégen (g) vermogen 
2200 2.4 [ 2400 1.9 
1880 2.8 2200 2.5 
2000 3.2 2000 1.6 
1950 2.5 2400 2.4 
2000 2.8 2100 2.4 
2200 aL 2400 2.6 
1900 2.9 2100 2.4 
1950 2.8 2150 . Cider 
2200 3.3 2000 2.8 
1900 2.5 2100 1.9 
2100 Shak 2300 2.2 
1950 2.9 2000 1.9 
2100 2.8 2200 2.6 
2150 2.3 1900 2.4 
2100 2.9 2100 23 
1950 3.0 1950 2.4 
1850 3.0 2200 2. 
2400 3.1 2250 2.4 
2300 2.3 2000 2.7 
2400 3.0 2150 2.2 
2100 2.2 2100 2.4 
2200 2.6 2150 2.6 
1760 2.2 2150 2.4 
2000 Zo 2000 2.3 
2000 2.7 1800 2.4 


2061 2.8+0.04 2124 2.30.04 
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ist der Herabsetzungsgrad etwa am 40sten Tage nach der Kastra- 
tion am deutlichsten. Die Ovariotomie scheint fast keinen Einfluss 
auf die Indophenoloxydasereaktion der weiblichen Kaninchen aus- 
zuiiben, und zwar ist am 60sten Tage nach der Operation diese 
Reaktion beim kastrierten Weibchen fast so stark wie beim ka- 
strierten Mannchen. 


3. Feminierte oder maskulierte Kaninchen. 


Bei dem feminierten mannlichen Kaninchen zeigt sich nach 
der Operation eine allmihliche Herabsetzung der Indophenol- 
oxydasereaktion, und zwar scheint der Herabsetzungsgrad hier 
deutlicher als beim nur orcheotomierten Kaninchen zu sein. Beim 
maskulierten weiblichen Kaninchen scheint eine ganz leichtgradige, 
allmahliche Verstirkung dieser Reaktion nach der Operation 
erkennbar zu sein. 


B. Reduktionsvermdgen des M. gastrocnemius. 


1. Gesunde Kaninchen. 


Wie in Tabelle IV ersichtlich, ist beim weiblichen Kaninchen 
die Methylenblauentfarbungsreaktion starker als beim minnlichen. 


2. Kastrierte Kaninchen. 


Die Kastration der mannlichen Kaninchen scheint eine ganz 
leichtgradige Verstarkung der Methylenblauentfarbungsreaktion 
zur Folge zu haben. Nach der Kastration der weiblichen Kanin- 
chen wird eine allmahliche Herabsetzung dieser Reaktion nach- 
gewiesen, und am 65sten Tage nach der Operation ist sie beim 
kastrierten Weibchen fast so stark wie beim kastrierten Mannchen. 


La) 


3. Feminierte oder maskulierte Kaninchen. 


3eim feminierten ménnlichen Kaninchen tritt eine allmahliche 
Verstarkung der Methylenblauentfirbungsreaktion nach der 
Operation ein, und zwar scheint der Verstarkungsgrad deutlicher 
als beim nur orcheotomierten Kaninchen zu sein. Beim masku- 
lierten weiblichen Kaninchen wird eine Herabsetzung dieser Reak- 
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tion nachgewiesen. Sowohl die Kastration als auch die Trans- 
plantation ruft eime geringe Verminderung des Korpergewichts 
nach der Operation hervor. 

Fasst man die Resultate der obigen Versuche zusammen, so 
kann man folgendes sagen: 

1. Das Oxydationsvermégen beim mannlichen Kaninchen ist 
starker als beim weiblichen, wahrend das Reduktionsvermégen sich 
umgekehrt verhalt. 

2. Beim kastrierten mannlichen Kaninchen zeigt das Oxy- 
dationsvermé6gen eine Herabsetzung, wahrend das Reduktions- 
vermégen eine geringe Neigung zur Verstirkung aufweist. Das 
Oxydationsvermogen der kastrierten weiblichen Kaninchen bleibt 
fast unbeeinflusst, wahrend das Reduktionsvermogen eine He- 


TABELLE ITV. Gesunde Kaninchen. 


= = Minuten 
8S. =Sekunden 


Mannliche Kaninchen Weibliche Kaninchen 
Korpergew. Reduktions- _ Korpergew. Reduktions- 

zg) vermogen (g) vermégen 

M.S. MS. 
2100 2.43 2200 2.43 
2050 : 3.35 2200 2.38 
1850 3.07 2000 2.21 
2100 3.23 2200 2:98 
1920 3.20 2200 3.09 
2000 2.30 1950 3.04 
2050 3.07 2050 2.31 
2100 3.11 2150 2.27 
1950 | 3.03 2100 2.33 
2050 ~ 2.46 2000 2.30 
1900 | 2.59 1800 2.26 
1850 | 3.15 2000 2.20 
2000 3,26 1950 2.15 
2150 3.36 2000 2.36 


2030 2.38 1970 2.57 


2006 3.07 £0.04 2051 2.36 0.03 
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TABELLE VY. Kastrationsversuche. 


(a) Am 20. Tage nach der Operation. 


Mannliche Kaninchen Weibliche Kaninchen 
Korpergew. Reduktions- Korpergew. Reduktions- 

(g) vermogen (zg) vermogen 
M.S. M.S. 

1900 esi | 1850 2.54 

1950 3.05 1850 2.36 

2000 3.03 2050 2.48 

1850 3.18 2000 3.05 

2000 2.50 2150 2.49 

1940 : 3.060.038 1980 2.50+0.08 


(b) Am 40. Tage nach der Operation. 


Miinnliche Kaninchen Weibliche Kaninchen 
Korpergew. Reduktions- Korpergew. Reduktions- 
(g) vermogen (g) vermogen 
M.S. M.S. 
1800 3.05 1950 2.40 
1800 3.04 2050 2.55 
1950 2:53) 2150 2.58 
1950 2:51 1900 2.50 
2000 2.58 1850 | 3.06 
1900 2.58+0.02 1980 2.54+0.03 
(ec) Am 65, Tage nach der Operation. 
Mannliche Kaninchen Weibliche Kaninehen 
Korpergew. Reduktions- Korpergew. Reduktions- 
(g) vermégen (g) vermogen 
M.S. M.S. 
1750 3.04 2150 2.37 
2300 2.47 1850 3.07 
1850 3.19 1850 2,57 
2950 2.54 2250 2.57 
1940 2.59 1930 3.03 


2000 2.47 


1981 2.58+ 0.03 2006 2.560.038 
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TABELLE VI. Transplantationsversuche. 
(a) Am 20. Tage nach der Operation. 


Feminierte miinnliche Maskulierte weibliche 
Kaninchen Kaninchen 
Korpergew. Reduktions- Korpergew. Reduktions- 
(g) vermogen (g) yermogen 
M.S. M.S. 

1900 3.04 1870 2.58 
1950 3.05 2000 ear 
1850 3.12 1900 3.01 
1850 2.59 1970 3.09 
1930 2.47 

1896 3.01+0.03 1935 2.56+0.05 


(b) Am 40. Tage nach der Operation. 


Feminierte minnliche Maskulierte weibliche 
Kaninechen Kaninchen 
Korpergew. Reduktions- Korpergew. Reduktions- 
(g) vermogen (g) vermégen 
M.S. M.S. 

1950 2.50 : 2060 2.36 
1850 2.41 1850 2.50 
1840 3.06 1840 3.03 
1840 3.01 2010 247 
2100 3.03 

1916 2.56+0.03 1940 2.50+0.04 


(ec) Am 65, Tage nach der Operation. 


Feminierte mannliche Maskulierte weibliche 
Kaninchen Kaninchen 
Korpergew. Reduktions- Korpergew. Reduktions- 
(zg) vermogen (g) vermoégen 
M.S. M.S. 
1950 2.52 2100 2.45 
1850 2.43 1900 3.02 
| 2050 2.42 2100 3.04 
| 2200 3.06 1950 2.54 
2050 2.44 1790 3.11 


2020 2.49+0.03 1968 2.59+ 0.03 
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rabsetzung erfahrt. 

3. Bei feminierten mannlichen Kaninchen bemerkt man eine 
ziemlich auffallende Herabsetzung des Oxydationsvermégens und 
eine leichte Verstirkung des Reduktionsvermégens. Bei masku- 
lieren weiblichen Kaninchen zeigt das Oxydationsvermégen eine 
leichte Verstirkung, das Reduktionsvermégen hingegen eine ziem- 
lich starke Herabsetzung. 

_ 4. Aus diesen Resultaten darf man vermuten, dass der Hoden 
hauptsiachlich zum Oxydationsvorgang in enger Beziehung steht, 
das Ovarium dagegen hauptsachlich zum Reduktionsvorgang. 


DISKUSSION. 


Bekanntlich stellen Oxydation und Reduktion einen Grund- 
vorgang zahlreicher Lebenserscheinungen dar und spielen als 
Energiespender eine ausserordentlich wichtige Rolle im Haushalt 
der lebenden Organismen. Daher sind diese Vorgange seit langer 
Zeit Gegenstand eifrigster Forschung der Biologen gewesen. Leider 
findet man Untersuchungen tiber die geschlechtlichen Unterschiede 
des Oxydoreduktionsvermégens nicht so haufig, und wie ich schon 
in der ersten Mitteilung dieser Abhandlung angegeben habe, gibt 
es nur einige wenige Forschungen von Tadokoro, Joyet- 
Lavergne, Miihl ua.. Neuerdings (1931) hat Rey auch das 
Redoxpotential bei Gregarina polymorpha, Gregarina cuneata 
und Steinina ovalis bestimmt und konnte im Gegensatz zu den 
Ergebnissen von Joyet-Lavergne keine Unterschiede im Redox- 
potential zwischen beiden Geschlechten beobachten. Ferner 
bemerkten in bezug auf das Glutathion, welches bei der Oxydo- 
reduktion eine Rolle spielt, Kitamura, Dohi u. Asano die 
Uberlegenheit an Glutathiongehalt des Mannerblutes im Vergleich 
mit dem Frauenblut. 

Ich habe meinerseits die geschlechtlichen Unterschiede des 
Oxydations- und Reduktionsvermégens unter Anwendung der 
Vernonschen, Ahlgrenschen, Warburgsechen, Gierkeschen, 
sowie Kodamaschen Methode studiert und bin zu folgenden 
Resultaten gelangt: Beim miannlichen Tier (Kaninchen, Meer- 
schweinchen, Ratte und Katze) ist die Indophenoloxydasereaktion 
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starker als beim weiblichen, wahrend die Methylenblauentfarbungs- 
reaktion sich umgekehrt verhilt. Beim jungen Kaninchen bemerkt 
man auch in bezug auf diese Keaktionen die gleichen geschlecht- 
lichen Unterschiede. Beim minnlichen Kaninchen ist die Menge 
baw. die Zahl der Oxydasegranuwla im Muskelfaserquerschnitt 
grésser als beim weiblichen. Der Sauerstoffverbrauch der Skelett- 
muskulatur erweist sich beim mannlichen Kaninchen grosser als beim 
weiblichen. Beim mannlichen Tier (Kaninchen, Meerschweinchen, 
Ratte und Katze) ist das Oxydationspotential in den Geweben 
grésser als beim weiblichen. Das Reduktionspotential erweist sich 
beim weiblichen Tier grésser als beim maénnlichen. Die gesechlecht- 
lichen Unterschiede der Indophenoloxydasereaktion scheinen am 
etwa 13ten Bruttage des Hiihnerembryos sichtbar zu werden; die 
Indophenoloxydasereaktion beim mannlichen Hiihnerembryo wird 
dann namlich starker als beim weiblichen. Die geschlechtlichen 
Unterschiede der Methylenblauentfarbungsreaktion scheinen am 
etwa 12ten Bruttage aufzutreten, d.h. diese Reaktion erweist sich 
beim weiblichen Hiihnerembryo in dieser Periode stiarker als beim 
mannlichen. 

Aus diesen sowie den unter Anwendung der Stimmler- 
Sandersschen sowie Ahlgrenschen Methode gewonnenen Ergeb- 
nissen glaube ich folgern zu kénnen, dass das Oxydationsvermégen 
in den Geweben beim miannlichen Tier starker als beim weiblichen 
ist, wahrend das Reduktionsvermogen sich umgekehrt verhalt. 


ScCHLUSSE. 


Meine samtlichen fiinf bisherigen Mitteilungen zusammen- 
fassend, komme ich zu folgenden Schliissen : 

1. Beim mannlichen Tier ist das Oxydationsvermoégen starker 
als beim weiblichen. 

2. Das Reduktionsvermégen beim weiblichen Tier erweist sich 
stirker als beim mannlichen. 

3. Sowohl beim erwachsenen und jungen Tier als auch schon 
beim Embryo kann man diese geschlechtlichen Unterschiede 
bemerken. 
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4. Die geschlechtlichen Unterschiede des Oxydoreduktions- 
vermoégens beruhen vermutlich auf der Funktion der Keimdriisen. 
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STUDIEN UBER DIE GEWEBSATMUNG UND DIE 
INDOPHENOLOXYDASEREAKTION DER 
SEROSEN MEMBRANEN. 


Von 


K. KIYOHARA wunp 8S, KAGIYAMA. 


(Aus dem physiologischen Institut der medizinischen Fakultadt zu Nagasaki. 
Direktor: Prof. Dr. D. Ogata.) 


(Eingegangen am 8. August 1933) 


Zur Beobachtung des Oxydationsvermégens in den Geweven 
sind bisher mehrere Methoden benutzt worden; vor allem wurde 
die Bestimmungsmethode des Sauerstoffverbrauchs und der Kohlen- 
siureabgabe seit sehr langer Zeit angewandt. Besonders seitdem 
Warburg (1923) eine ausgezeichnete Bestimmungsmethode der 
Gewebsatmung erdacht hat, wurden zahlreiche Untersuchungen 
mittels seiner Methode ausgefiihrt und ver6ffentlicht. Die histolo- 
gische Methode der Indophenoloxydasereaktion, die von Schultze 
(1909), Gierke (1911) u.a. verbessert wurde, wurde auch in 
mehreren Arbeiten verwendet und ist wegen der Einfachheit der 
Technik und der Wichtigkeit der Beobachtung der Oxydation als 
eine ausgezeichnete Beobachtungsmethode anzusehen. 

Die Studien iiber die Physiologie der serdsen Membranen 
behandeln hauptsichlich die Beziehung der eigentlichen Membran- 
zellen zu den an der Bildung dieser Membranen beteiligten Binde- 
gewebszellen und zu den in dem von diesen Membranen einge- 
schlossenen Korperraum freiliegenden oder im Exsudat befindlichen 
Zellen einerseits, und das Resorptionsvermégen, die Sekretion 
sowie die Ubertragungz der Stoffe anderseits; aber das Studium 
des Stoffwechsels dieser Membranen selbst ist fast ohne Beriick- 
sichtigung geblieben. Davon ausgehend haben die Verfasser die 
Gewebsatmung sowie die Indophenoloxydasereaktion der serésen 
Membranen unter Anwendung der Warburgschen (1923) und 
Gierkeschen (1911) Methoden untersucht und weiter die Bezie- 
hung zwischen dem Sauerstoffverbrauch und dem Gehalt an 
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Oxydasegranulae beobachtet. 

Die aus makroskopisch fettarmen und méglichst denselben 
Teilen der Membranen entstammenden Materialien konnten ohne 
weiteres verwendet werden, weil die Dicke der Membranen weit 
geringer als die Grenzsehnittdicke nach Warburg war. Bei der 
Messung des Sauerstoffverbrauchs wurden diese Materialien an 
den Glasnadeln der Atmungsk6élbchen aufgespannt, und bei der 
Beobachtung der Oxydasereaktion wurden sie nach Farbung auf 
die Objektgliser sorgfaltig aufgespannt und mit Glycerin ver- 
schlossen. 


RESULTAT. 

Beim Hund war der Sauerstoffverbrauch des Mediastinums 
am grossten und betrug 14cmm pro Stunde und Milligramm 
(Trockengewicht), beim Omentum etwa gleich wie beim Media- 
stinum (1,3 emm), beim Mesenterium merklich geringer als bei den 
beiden vorigen (1,0cmm), beim Perikardium noch weit geringer 
(0,6emm) und bei der Pleura 0,4emm (Tabelle I). Beim 
Peritoneum betrug der durchschnittliche Wert in samtlichen 
Fallen 0,1emm, doch in einigen Fallen kam eine Druckanderung 


emm Oz 


TABELLE I. ae Std. (Hund) 
ISSR PER Geschl. | Oment. | Mesent. | Mediast.| Perik. | Pleura Perit 
gew. (kg) . 
10,8 io) 1,2 0,9 1,3 - 0,6 0,5 0,2 
5,0 8 0,7 0,8 0,9 0,4 0,2 0,0 
6,4 $ 1,5 1,0 0,9 0,6 0,4 0,1 
D4 2 Leys 1,3 1,7 1,6 0,7 0,1 
4,5 9 1,6 1,1 1,5 0,4 0,3 0,2 
4,2 3 0,9 0,9 1,6 0,9 0,6 0,0 
6,2 2 1,6 0,7 32 0,5 0,5 0,0 
9,6 é 0,3 1,4 1,5 0,4 0,2 0,3 
4,5 9 Lief 0,6 1,8 0,8 0,2 0,0 
~ 4,3 ) 1,7 1,2 1,6 0,7 0,3 0,1 


Mittel 1,3 1,0 1,4 0,6 0,4 0,1 
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des Manometers gar nicht zum Vorschein, also konnte in solehen 
Fiillen kein Sauerstoffverbrauch beobachtet werden (Tabelle I). 

Beim Kaninchen verhielt sich die Reihenfolge etwas ver- 
schieden; namlich der Sauerstoffverbrauch des Omentums war 
ausnehmend gross und betrug 2,6emm, der des Perikardiums 
1,0emm, der des Mesenteriums 0,7 emm, der des Mediastinums 
0,4,emm, der der Pleura 0,3 ¢mm; der des Peritoneums war am 
geringsten und betrug 0,2 emm (Tabelle IT). 


emm Oz 


TABELLE II, ——— (Kaninchen) 
mg Std. 
| 1 
mag Geschl. | Oment. | Mesent. | Mediast.| Perik. | Pleura Perit. 
2,5 2 2,1 1,3 0,3 0,7 0,3 0,2 
1,8 2 3,3 0,8 0,4 0,5 0,1 0,3 
2,3 g 3,0 0,5, 0,2 1,9 0,3 0,0 
2,1 9 2,0 0,9 0,5 1,1 0,5 0,0 
2,0 g 2,9 1;2 0,2 0,8 0,2 0,2 
2,3 3 2,4 0,8 0,7 0,7 0,3 0,1 
2,2 9 1,6 0,6 _ 0,4 0,8 0,2 0,2 
2,0 9 3,2 0,4 0,4 1,5 0,1 0,3 
2,5 rs) 2,0 0,4 0,5 0,3 0,5 0,1 
2,1 $ 3,4 0,8 0,4 1,0 0,4 0,3 
Mittel 2,6 0,7 O47 £ 1,0 0,3 0,2 


Aus zahlreichen Versuchen konnten die obenbeschriebenen 
Resultate bestitigt werden, doch wurden bei den_ serdsen 
Membranen sehr grosse Schwankungen bemerkt, die bei vielen 
anderen Geweben nicht beobachtet wurden. Nach unserer 
Anschauung scheint die Hauptursache dieser grossen Schwan- 
kungen das Fett zu sein, welches an den Membranen haftet. Das 
Fett iibt einen merklichen Einfluss auf das Gewicht des Gewebes 
aus, und zwar wegen seiner leichtgradigen Gewichtsabnahme im 
Vergleich mit vielen anderen Geweben bei Austrocknung bei 100°C. 
Also werden die Werte des Sauerstoffverbrauchs auffallend 
geringer als die echten. Wenn die Materialien bei den Unter- 
suchungen auch aus méglichst fettarmen Teilen der Membranen 
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gewonnen werden, so scheint das Fett doch ziemlich starken Ein- 
fluss auf das Gewicht auszuiiben. Die Verfasser haben also den 
Fettgehalt der makroskopisch méglichst fettarmen Teile der 
Membranen beim Kaninchen wie bei der Messung der Gewebs- 
atmung quantitativ analysiert und kamen zu folgenden Resultaten : 
Der Fettgehalt des Mediastinums war etwa 27%, der Pleura 24%, 
des Perikardiums 14%, des Omentums 9,5%, des Mesenteriums 
4.5% und des Peritoneums 2% (Tabelle LI). 


TABELLE III. Fettgehalt (%) 
Korper- Geschl. | Oment. | Mesent. | Mediast.| Perik. Pleura Perit. 
gew. (kg) 
2,4 fe) 12 3 19 19 28 1 
1,9 5 7 D0 35 10 20 2 
se 9,5 & 26 13 24 3 
Mittel 9,5 4,5 27 14 24 2 


Nach der Berechnung des Sauerstoffverbrauchs auf das 
Trockengewicht, wobei durch Alkohol und Ather vor der Austrock- 
nung das Fett beseitigt worden war, betrugen der Sauerstoff- 
verbrauch des Omentums beim Hund 3,5emm, des Mediastinums 
2,9emm, des Mesenteriums 1,2cmm, der Pleura 1,0cmm, des 
Perikardiums 0,9emm und des Peritoneums 0,lemm, wahrend 
beim Kaninchen der des Omentums 4,9¢mm, des Perikardiums 
2,8cmm, des Mediastinums 2,3emm, des Mesenteriums 1,2 cmm, 
der Pleura 0,3 emm und des Peritoneums 0,3 cmm betrug (Tabelle 
IV). Bei diesen Versuchen zeigt sich das Gewicht der Membranen 
etwas leichter als das echte, also erweisen sich auch die Werte des 
Sauerstoffverbrauchs etwas grosser als die echten. 

Wenn der Sauerstoffverbrauch der Membranen auch wegen 
der Verschiedenheiten des Fettgehaltes nicht ganz sicher festzu- 
stellen ist, so kann doch aus den obenerwahnten Resultaten als 
azuverlassig vermutet werden, dass beim Hund der Sauerstoff- 
verbrauch des Mediastinums und des Omentums am gréssten ist, der 
des Mesenteriums, des Perikardiums und der Pleura mittelgross 
und der des Peritoneums am geringsten, wahrend beim Kaninchen 


Die Gewebsatmung und die Indophenoloxydasereaktion. 63 


emm Oo 


TABELLE IV. 
3 mg Std. 


(Hund) 


pay Geschl. | Oment. | Mesent. | Mediast.| Perik. Pleura Perit. 


2,7 0,9 2,7 0,8 0,9 0,2 


21 g 

3,0 g 2; 0,7 3,8 0,5 1,0 0,0 
1,8 ro) 4, 1,5 2,8 1,3 1,2 0,1 
2,1 9 = 0,9 3,1 1,0 —_ 0,1 
B33 3 3,3 1,4 4,1 —_ 0,6 0,2 
2,4 re} 4,1 13 2,4 0,7 0,8 0,0 
2,3 2 3,8 a5) — 0,9 1,4 0,0 
2,0 fo) as 1,9 2,0 1,0 IE _ 
2,3 i) 2,0 = 2,1 at ies | 0,1 
Mittel 3,5 1,2 2,9 0,9 1,0 0,1 

(Kaninechen) 


Korper- F : + oe ES ett 
gew. (kg) Geschl. | Oment. | Mesent. | Mediast.| Perik. Pleura Perit. 


5,2 0,9 24 2,9 -- 0,4 


2,1 3 

2,0 4 3,6 153 2,0 2,3 0,2 0,3 
1,9 g 4,1 1,7 3,0 3,5 0,5 0,0 
2,4 ro) 50,4 = 1,9 2,1 0,3 0,5 
2,6 ge can 1,4 2,0 — 0,1 0,4 
2,1 g 6,1 0,8 oy 3,3 0,4 0,4 
2,3 3 aa 1,0 2,4 _ 0,3 0,0 
Mittel 4,9 1,2 2,3 2) 0,3 0,3 


der des Omentums und des Perikardiums am grossten, der des 
Mesenteriums und des Mediastinums mittelgross und der der 
Pleura und des Peritoneums am geringsten ist. Doch das 
Mediastinum ist am reichsten an Fett, und wenn der Sauerstoff- 
verbrauch auf das entfettete Trockengewicht berechnet wird, zeigt 
er einen betrachtlich grossen Wert; also kann man annehmen, 
dass das Mediastinum eine etwa so grosse Menge Sauerstoff wie 
das Omentum oder das Perikardium verzehrt. 
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Die Ergebnisse der Untersuchung der Indophenoloxydasereak- 
tion sind aus Tabelle V zu ersehen. Nach der Grosse des Gehaltes 
der Oxydasegranula koéunen diese Membranen in der folgenden 
Reihe aufgestellt werden: Omentum, Mediastinum, Perikardium, 
Mesenterium, Pleura, Peritoneum. Diese Reihe gilt in fast allen 
Fallen, beim Hund wie beim Kaninchen, abgesehen von geringeren 
Schwankungen, Ferner besitzt jede Membran interessante Higen- 
tiimlichkeiten in der Grosse, der Farbung und der Anordnung der 
Granulae, d.h. 


TABELLE V. 
(Hund) 
Beak ks | Gesch]. | Oment. | Mesent. | Mediast.| Perik. | Pleura | Perit. 

10,8 9 +++ + + ++ ++ ++ + 
5,0 3 +++ ++ +++ ++ + + 
6,4 3 sbatote ++ bate ++ ++ + 
5,4 ? . ect ++ tte) oak ++ ++ 
4,5 g ESS ee Ee + + — 
4,2 3 fee ++ Sa a+ =r + 
6,2 9 +++ ++ t++h | ttt ++ + 
9,6 3 +++ ++ +++ ++ ++ + 
4,5 9 +++ ++ +++ ++ ++ + 
4,3 9 TPP Wee ++ ++ <3 + 


(Kaninchen) 


Redes Geschl. | Oment. | Mesent. | Mediast.| Perik. | Pleura Ferit. 
25 9 +++ + x oe a Si + ~ 
Os 9 ++ ++ +++ + + £ 
2,3 2 FF iF er tects sap ss = 
2,1 9 Sets ee as +o an = 
2,0 9 ++ + +i ++ + at 
2,3 cs) 5 ea chet strict: tachi st 35 
2,2 ? Bichek sighs + stpataat: sti = 
2,0 g ae we gh ste sb a + + 
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1. Omentum: Die feinen intensiv und klar gefarbten 
Granulae verteilen sich ganz diffus sowohl beim Kaninchen als auch 
beim Hund und gruppieren sich, darin verstreut, iiberdies in 
vielen rundlichen Haufen, die so zahlreich sind, dass sie dem 
Ganzen das Aussehen verleihen, als ob es fast nur aus diesen 
Granulahaufen bestehe. 

2. Mediastinum: Sowohl beim Kaninchen als auch beim 
Hund bemerkt man intensiv und klar gefarbte Granulae in diffuser 
Anordnung, aber auch massenhaft gruppierte wie beim Omentum. 
Die Granulae sind sehr fein wie beim Omentum. 

3. Perikardium: Die Granulaé sowohl beim Kaninchen als 
auch beim Hund sind sehr fein und verteilen sich dicht und 
strangartig, oder entlang der dicht und fein verlaufenden Blut- 
kapillaren, wobei sie eine schéne netzartige Figur bilden. 

4, Mesenterium: Beim Hund verteilen sich die Granula 
hauptsachlich entlang der Blutkapillaren und gruppieren sich 
hier und da unregelmiassig zerstreut, wahrend beim Kaninchen die 
Granulae schwach gefirbt sind und sich vielmehr diffus oder oft 
in zahlreichen Massen gruppiert verteilen. 

5. pleura: Im allgemeinen liegen die Granulae unregelmissig 
und verstreut beim Kaninchen, aber sparlich an Zahl, doch oft 
gruppieren sie sich strangartig hier und da, wahrend man beim 
Hund vielmehr diffuse und regelmaéssige Anordnung bemerkt, aber 
auch sparlich an Zahl. 

6. Peritoneum: Wegen der schwachen Farbung zeigen sich 
die Granulae nicht so ausgeprdgt, aber sie gruppieren sich in 
kleinen Haufen, oder verteilen sich entlang der Blutkapillaren, 
wenn auch immer sehr sparlich an Zahl. Besonders beim Kanin- 
chen scheint die Zah] der Granulae auffallend gering zu sein. 

Aus obigen Resultaten geht hervor, dass bei den Sauerstoft 
stark verzehrenden Membranen die Oxydasegranula auch zahlreich 
sind, und dass die den Sauerstoff wenig verzehrenden Membraneu 
auch die Oxydasegsanulae sparlich enthalten; der Sauerstoffver- 
brauch und der Gehalt an Oxydasegranulae verhalten sich also etwa 
parallel zueinandr, welcher Parallelismus bis heute von mehreren 
Autoren ohne geniigende Beweise angenommen worden zu sein 
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scheint. Nach den Untersuchungen von Nakamura (1931) ist 
zu verstehen, dass der Sauerstoffverbrauch eine innige Beziehung 
mit der Oxydasereaktion hat, wenn auch die beiden keinen ganz 
untrennbaren Zusammenhang haben. Die Ergebnisse der Ver- 
fasser stimmen mit denen von Nakamura im allgemeinen 
iiberein, der Sauerstoffverbrauch und der Gehalt an Oxydase- 
granulae weisen namlich tatsachlich einen Parallelismus auf, 
abgesehen von wenigen Ausnahmen. 
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Erklarung der Figuren. 


Fig. 1. Oxydasegranulae beim Omentum (Hund) 

Fig. 2. Oxydasegranulae beim Mediastinum (Hund) 
Fig. 3. Oxydasegranulae beim Mesenterium (Hund) 
Fig. 4. Oxydasegranulae beim Perikardium (Hund) 
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Fig. 1. 
Oxydasegranulae beim Omentum (Hund) 


Fig. 2. 
Oxydasegranulae beim Mediastinum (Hund) 
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Higie3; 
Oxydasegranulae beim Mesent 


Fig. 4. 
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I. INTRODUCTION. 


It has been generally believed that fructose is better utilized 
by the diabetic, while on the other hand the tolerance for sugar 
is said by some clinicians to be lowered. To decide whether or 
not fructose is to be recommended in the diet of a diabetic it is 
naturally desirable that the effect of fructose intake on the sugar 
metabolism of the diabetic be more thoroughly studied. 

The research in this concern is to be extended in the follow- 
ing several directions. 1. The comparison of utility of glucose and 
fructose in a normal individual. 2. The utility of fructose in 
diabetics of different grades and the change in its utility in the 
course of the diabetic disease. 3. The effect of the successive 
intake of fructose on the process of diabetes. In the following, 
the results of experiments performed concerning these points are 
described. 


Il. MATERIALS AND METHOD. 


Animal: As experimental animals, female dogs weighing 
about 10 Kilo were used. The diet consisted of rice, horose flesh, 
beef or fish in an amount to supply 30-40 Calories per Kilo body 
weight of the animal. 

The animal was fed once every day between 3-4 o’clock in 
the afternoon. 

Pancreas extirpation: To get diabetic conditions as com- 
parable to clinical diabetic as possible, the method of F. M. Allen 
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(1913) was followed in the extirpation of pancreas. Caution was 
taken to maintain the external secretion of residual pancreas by 
leaving the parts lying by the aecessory duct or a part of main 
duct. The size of the remaining pancreas was measured by com- 
paring it to that of the excited parts. The adhesion of the remain- 
ing part was secured by covering the part with omentum. Previous 
to the operation the animal was fasted for a day. After the 
lapse of a month or two after the operation most of the animals 
were ready for the experiment. 

Sugar: The glucose used was the anhydrous preparation 
supplied by Merck. The fructose used was either cristalline pre- 
parate of Merck or liquid preparation kindly supplied by the 
Tokyo Industrial Research Institute. The composition of the 
latter varied as follows. 


I. 75.2% Fructose, 2.2% Glucose, 22.6% Water. 
Li, “T2:-2£% a 0.9% a 27.0% Water. 


The contents of sugars were calculated from the values of 
the rotatory and reduction powers, and were expressed as 
anhydrous molecules. 

Sugar was introduced into ventricules with a canula in 10% 
solution. 

Urine: Urine was gathered by means of a catheter and pro- 
tected by the use of toluene. The determination was performed 
as early as possible. 


Ill. ANaAtytTicaL Mernop. 

I. Nitrogen determination: Nitrogen of urine was estimated 
by the Kjeldahl method. 

IT. The reducing power of blood: The reducing power of 
blood was estimated by the Hagedorn-Jensen method. The 
error of the method remained below 2%. 

The reducing power of levulose determined by the Hagedorn- 
Jensen method was said to correspond to 1.187 times the glucose 
value by G. W. Pucher and M. W. Finch. According to my 
research, however, the reducing power of levulose corresponds to 
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1.030 times the glucose value. ‘The levulose used in my determina- 
tion was Merck’s reagent and was recristallized two times from 
absolute aleohol in the laboratory and showed |a]?" = —91.96°. 

III. The determination of the reducing power of urine. 

a) The qualitative test of the reducing power of urine used 
was either that of Benedict or of Nylander. 

The quantitative estimation was made by the Benedict 
method (1911). When the sugar concentration was low the colora- 
tion of urine was previously removed by the addition of lead 
acetate to get a clear final point. The error of the method 
remained almost below 0.5%. In some cases, however, the error 
amounted to about 1%. 

b) The reducing power of fructose estimated by the 
Benedict method. 

Fructose used in this determination was the Kahlbaum sample, 
recristallized from water and then from absolute alcohol, and: 
showed [a]> =—92.31°. 50.67mg. of this sugar reduced 25 ee. 
of the Benedict reagent, while the same reagent was reduced 
by 50.08 mg. of glucose. 

25 ee. of the second Benedict reagent was reduced by 
49.88 mg. of glucose or by 50.18 mg. of fructose obtained by the 
recristallisation of Merek’s fructose, with [a]}>°=—92.39°. 

From these results the reduction power of the water free 
fructose estimated by the Benedict method corresponds to 0.99 
of that of glucose. 

S. W. Cole (1920) mentioned that 53 mg. of fructose reduced 
25 ce. of the Benedict reagent, but he did not give any remark 
about the fructose used. Perhaps his sample might not be entirely 
water free. 

IV. Determination of rotatory power: The determination 
of rotatory power of urine was made by means of the Landolt 
polarimeter. 

The reading was taken ten times each from right and left 
alternately and averaged. Tube length was 2dm., except when 
amount of urine was too small. The urine was decolorized by the 
addition of 5 or 10 ee. of 2590 lead acetate, which does not adsorb 
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any amount of sugar over the error of the method. 

The amounts of glucose and fructose in the urine were cal- 
culated out from its reducing power and specifie rotation by the 
C. A. Brown (1906) method using the following formula. 


ax+by=R 

az+Bpy=P 
_ Where x = percentage of one monosaccharid A, y = that of 
the other monosaccharid B, a= reduction power of A compared 


to that of glucose, b = reduction power of B compared to that of 
glucose, R=total percentage of both sugars, expressed as d-glucose, 


a = polarisation factor of A expressed as ——° of A 


ap of saecharose 


ap of B 


f£ = polarisation factor of B expressed as 
ap of saccharose 


P = polarisation number of the mixture, that is percentage of 
ap of mixed sugars 


mixed sugar expressed as glucose X 
Q@p of saccharose 


IV. THE Comparison oF AVAILABILITY OF GLUCOSE AND 
FRucTOsSE IN Normau Doe. 


The normal dog R, weighing 8.1 kilo and its tolerance for 
glucose lying at 10 gm. per kilo body weight, was used as the 
test subject. 3 gm. of either glucose or fructose were given at post- 
absorption period in the morning and the blood-sugar curve and 
the reduction power of urine were examined. The results are 
given in table I. 

Urines collected during 5 hours after sugar intake were ex- 
amined for the volume, reaction, reducing substance, nitrogen and 
polarisation power with the following results. 

From this result the degree of hyperglycemia is less in frue- 
tose than in glueose, while fructose is partly excreted in the urine 
when given in an amount which causes no glycosuria in the ease 
of glucose. 
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TABLE I. 
Blood-sugar curve. 


Date 14/X 15/X 
Time after sugar intake Fructose given Glucose given 

Jo Jo 

0 0.097 0.098 

20’ 0.117 0.176 
40’ 0.132 0.187 

lh 0.134 0.185 
1h 30’ 0.117 0.160 
2h 0.117 0.126 
2h 30’ 0.117 0.089 
3h 0.108 0.085 
4h 0.101 0.098 
dh 0.097 0.099 

Urine. 


polarimetric reading 
(1-2 times diluted, 
tube-length = 2 dm.) 


Sugar given| Volumece. | Reaction 


corresponding 
Fructose 185 ee —0.54° to 0.68 gm. 
ry of fructose 
Glucose 240 weakly — 
acidic 
ere ale 


fructose curve (e———— ) 


glucose curve (e- — —e) 
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In another experiment, fructose was given to a dog in amount 
of 5 gm. per kilo body weight and the amount of sugar (expressed 
as glucose) excreted in urine was determined. 1.22 gm. were 
exereted within the first 3 hours, 0.10 within 3-5 hours and no 
sugar hereafter. The total amount of sugar, 1.32 gm. excreted 
corresponds to aboout 3.2% of fructose given. These facts entirely 
agree with results reported by previous authors (Isaac, 1920; 
Barrenscheen 1926; Ferdinand Bertram 1929). 


V. Tue AVAILABILITY OF FRUCTOSE IN THE Bopy OF 
Guucosuric Dogs ofr DIFFERENT GRADES. 


The availability of fructose was examined with dogs in which 
the pancreas was excised in a different degree. The availability 
of the sugar was compared with that of glucose. 


A. A partly pancreaticised animal, in which the 
tolerance has suffered apparently no effect. 

Dog A, weighing 13.5 kilo, was operated on May 27, leaving 
about one fifth of its pancreas. After the lapse of eight weeks 
following the operation, the body weight was decreased to 9.5 kilo. 
The Benedict test of urine was ambiguous after intake of 80 gm. 
of glucose, while 95 gm. of glucose caused a weak positive test. 
The tolerance for glucose seems, therefore, to be at the range of 
normal. Blood sugar curves given by this animal following the 
intake of glucose and fructose in an amount of 2 gm. per kilo body 
weight run as in table II and figure 2. 

The amount of fructose excreted was about 19% of the amount 
taken. 


B. Slightly diabetie dog. 

Dog M, weighing 13 kilo, was pancreaticized on May 26, 1931, 
leaving about one ninth of the gland. Alimentary glucosuria 
appeared directly after the operation and continued two weeks. 
The body weight, which had decreased to 11 kilo on June 17, 
regained to 13.5 Kilo on July 4th. Ration consisted of 130 gm. of 
rice, 130 gm. of horse flesh and 100em. of beef. The animal 
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Tapen Dl; 


c Glucose given Fructose given 
—— 30/VIL 31/VIL 
Jo % 
Before 0.104 0.105 
After 
20’ 0.172 0.112 
40’ 0.166 0,113 
Ih 0.154 0.112 
1h 30’ 0.127 0.110 
2h 0.103 0.108 
2h 30’ 0.104 0.103 
3h 0.104 0.106 
4h 0.106 0.106 
Urine excreted for 4 hours, 
Urine = 
Eathesad 225 ee. 210 ee. 
Reducing 
substance as = 3.8 gm. 
glueose 
Fig. 2. 
Oso 
1 16D 
On 
0.120 \ 
ace een 
0.100 ; 5 5 Tr. 
fructose ewe (¢-_—_—_—__-#) 
glucose cme (a—-— — — -8) 


showed, therefore, the diabetes levis (Allen) at first and recovered, 
leaving a lowered tolerance. 
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1. Experiment with oral application of fructose or glucose, 
2gm. per Kilo body weight. 


Tas_eE III. 
Blood sugar content. 


De ae Fructose given | Glucose given 
» Pimeé 15/VII 16/VII 
Se ee = 
ss Jo Jo 
Before 0.089 0.090 
After 
20’ 0.122 0.185 
40’ 0.110 0.274 
lh 0.105 0.316 
1h 30’ 0.097 0.320 
2h 0.096 0.240 
2h 30’ 0.092 0.179 
3h 0.094 0.138 
4h 0.097 0.092 


5h 0.090 0.087 


Sugar appeared in urine. 


0 —3h = 0.40 gm. 


2. Experiment with oral application of fructose or 
glucose 3 gm. per Kilo body weight. 


TaBLE IV. 
Blood sugar content. 


; Fructose given Glucose given 
ee 30/VII 29/VII 
To Jo 
Before 0.106 0.105 
After 
20’ 0.140 0.188 
40’ 0.129 0.256 
th 0.127 0.295 
1h 30’ 0.126 0.333 
2h 0.124 0.349 
2h 30’ 0.114 0.352 
3h 0.101 0.293 
4h 0.108 0.212 
dh 0.117 0.143 


6h 0.110 0.114 
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Sugar excreted in urine. 


0-2h 0.20 gm. 0.69 gm. 


2-4h 0.18 1.17 
4-6h = = 4 


3 4 5 6 hre. 


fructose curve ( e#————e ) fructose curve (e————e) 


glucose curve( e= — —«) glucose curve (e— — — 2) 


From the above experiments (1) and (2) it can be seen that 
dog M shows a high degree of hyperglycemia and a very slow 
return to its normal blood sugar value after the intake of glucose, 
while it behaves quite normally to the intake of fructose. 

The amount of sugar excreted in urine is far greater in the 
ease of glucose, than in that of fructose. The renal threshold 
for fructose seemed to be elevated in this animal and the fructose 
was tolerated much better, whereas the assimilative activity for 
glucose became very decreased. 

Dog O, weighing 13.3 Kilo, was pancreaticised on October 5th, 
1931, leaving about one tenth of the gland. The rations and condi- 
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tions are summarised as follows: 


Date Ration 
5/X Operation 
6/K 300 ce. milk 
8/X Biscuit with milk 
Veal 100 gm. 
9/X Butter 50 gm. 
20/X 3 
26/X " 
: Rice 100 gm. + 
oi * Veal 100 gm. 
1/XI Rice 40 gm. 


+ Veal 150 gm. 


Sugar in urine 


This animal showed, therefore, diabetes gravis at first, which 
shifted to diabetes levis afterwards. 


Experiment with oral administration of fructose or glucose, 
3gm. per Kilo body weight. 


TABLE V. 
Blood Sugar Curve. 


Time 


23/XI 
Glueose given 


25/XI1 
Fructose given 


Before 
After 
20° 
40’ 
lh 
1h 30’ 
2h 
2h 30’ 
3h 


% 
0.103 


0.209 
0.256 
0.276 
0.288 
0.249 
0.160 
0.128 
0.102 
0.102 


%o 
0.108 


0.140 
0.151 
0.137 
0.128 
0.119 
0.107 
0.117 
0.103 
0.111 


Sugar excreted in urine. 


0.76 gm. 


0.39 gm. 
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% Fig. 5. 


i 2 3 4 6 he 


fructose curve ( @————e ) 


glucose curve (e@ — —e) 


We can see from this table 
that during the first six hours 
after the administration of the 
sugar, 3.0% of the amount of 
sugar given were eliminated in 
the case of glucose, while only 
1.6% were excreted in the case 
of fructose. 


C. Heavily diabetic 
dogs. 
Dog N, weighing 11,5 Kilo, 
was pancreaticised on June 19, 


1931, leaving about one eleventh 
of the gland. The blood sugar 


content at postabsorptive stadium increased to 0.248% on July 4th 
and to 0.272 on July 7th. Glucosuria was heightened far more 
on July 7th than it was on July 4th. The dog corresponds, there- 
fore, to the permanent diabetes gravis of Allen. 

The ration consisted of 100 gm. of fish, 65 gm. of veal and 


50 gm. of rice. 


1. Expervment with oral administration of fructose or 
glucose, 2. gm. per Kilo body weight. 


TaBLe VI. 
The blood sugar curve. 


é 9/VII 10/VII 
aame Glucose given Fructose given 
Jo % 
Before 0.300 0.308 
After 
20’ 0.426 0.426 
40’ 0.532 0.464 
lh 0.596 0.506 
Lh 30’ 0.544 0.486 


I 
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2h 0.478 0.464 
2h 30’ 0.430 0.418 
3h 0.392 0.400 
4h 0.360 0.374 
oh 0.334 0.346 
Urine (During 5 hours atfer sugar administration). 
Date 8/VII 9/VII 10/VII 11/VI1 
Blood sugar 
(postabsorpt. 0.288 0.300 0.308 0.322 
stadium ) 
Sugar = —_ =, 
aQmiinistered Glucose Fructose 
Urine volume 90 230 169 60 
Reaction acidic acidic acidic acidic 
Sulphosalicyl]. test = ae oo + 
Ferricchlorid test == a of + + 
N amount 0.98 0.88 1.15 0.91 
Reduction power 1.73 18.22 12.66 1.56 
Polarimetric reading 
(1.2 times diluted, +1.70° +6.92° +5.26° = 
tube = 2 dm.) 
(D/N) 1.8 = — 7 
(D/N) X N=(A) gm. - 1.58 2.07 i 
Glucose 
Eee Glucose Glucose 11.75 git 
Sugar exereted,(B) 1.74 18.21 Fructose 
0.91 
Glucose 
Sugar reappeared fe, 9.68 os. 
(B)-(A) 16.63 Fructose 
0.91 
Unutilized 
percentage ad 92.4 58.9 | 7 


2. Experiment with oral administration of fructose or 
glucose, 3 gm. per Kilo body weight. 


The dog N, used in the preceding experiment, was fed with a 
ration decreasing in the amount of rice with a corresponding 
increase in the amount of beef, and after July 19th only 300 gm. 


of horse flesh were given. 


The body weight decreased to 8 Kilo. 
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TasLe VII. 
The blood sugar curve. 
99 i 
Time | mr pee ee pete 
Yo Jo 
Before 0.342 0.340 
After 
20’ 0.428 0.478 
40’ 0.492 0.580 
lh 0.550 0.628 
Lh 30’ 0.574 0.584 
2h 0.504 0.532 
2h 30’ 0.488 0.448 
3h 0.470 0.418 
4h 0.410 0.390 
Sh 0.374 0.382 
6h 0.380 0.378 
Urine. 
Sugar and es a 
0-6 0-6 0-6 
Blood sugar : 
(postabsorpt. 0.358 0.342 0.340 
stadium) 
Urine volume 138 247 310 
Reaction acidic acidic acidic 
Sulphosalicy]. test == - + 
Ferricchlorid test + a a 
Amount of N 1.98 1,94 2.32 
=. Penske 2.77 | 19.91 25.19 
(D/N) 1.4 | = = 
(D/N) xN A _ 2.72 3.25 
Sugar reevereted (B) | 
RO amount = 17.19 21.94 
percentage — | 71.6 91.4 


We can see from the result of experiments 1 and 2, that 
the curve of hyperglycemia looks alike both in the case of glucose 
and of fructose administration. 

The degree of hyperglycemia and the amount of sugar excreted 
in urine seem to be less extensive in the case of fructose. The 
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Fig. 6. 
Vig. 7. 


o- 
mo 


OGL0 


0600 


0580 


O 0 


0510 


0.520 


0.500 


0.480 


0.460 


0.440 


0.420 


0.400 


0 380 


0 360 


———_1—__1— 0.340 


5 hrs. 1 2 3 4 5 6 hrs 
fructose curve ( e———— ) fructose curve (o———_—e ) 
glucose curve (e- — —e) glucose curve (e+ — —) 


amount of fructose in urine, caleulated by the Brown method, 
remains quite small in amount. The values of (A) in the above 
tables are rather uncertain, but can be assumed to give near values. 
These experiments show that fructose is utilized far better than 
glucose in heavily diabetie dogs. 


Dog I. 
Date Conditions 
Before Body weight 9.00 kg. 
25/1X, 1930 Pancreaticized, leaving about one twelfth of the gland. 
TIX Blood sugar 0.226%, glycosuria ++. 
23/X, Pr Blood sugar 0.220, glycosuria ++. 


30/X eae, Blood sugar 0.255%, glycosuria +++. 
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The dog operated on belongs to the permanent diabetes gravis 
of Allen. Ration consisted of 500 gm. of horse flesh. 
Experiment with oral administration of fructose or glucose 
in an amount of 6 gm. per Kilo body weight. 


TasLe VIII. 


The blood sugar curve. 


Time 17/XI1 18/XII 
Fructose given Glucose given 
Jo Jo 
Before 0.374 0.368 
After 
20’ 0.578 0.506 
40’ 0.610 0.582 
lh 0.582 0.618 
1h 30’ 0.610 — 0.622 
2h 0.664 0.662 
2h 30’ 0.658 0.662 
3h 0.562 0.658 
4h 0.434 0.446 
£ 0.404 0.402 
Urine (whole day’s urine), 

Date Sugar given ain of N in urine eee SA 
17/X1II Fructose 1180 11.2 44.7 
18/XI1 Glucose 1560 21.6 73.9 
19/XII no sugar 800 11.2 27.5 


As can be seen in table VIII and figure 8 the blood sugar 
curves after the administration of glucose or fructose almost coin- 
cide in this case. The degree of glycosuria seems, however, far 
less in the case of fructose. 
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1 2 3 4 5 hrs 


fructose curve ( ————e ) 


glucose curve (——-) 


VI. THE EFFECT OF THE ORAL ADMINISTRATIONS OF FRUCTOSE 
ON THE HYPERGLYCEMIA AND AVAILABILITY OF FRUCTOSE 
AT DIFFERENT PERIODS OF THE SAME GLUCOSURIC ANIMAL, 


As it seems to me quite interesting and important also to 
know how the utility of fructose changes with the progress of 
diabetic disease, the following experiments were conducted. 


I. The experiment on dog L. 


Dog L, weighing 7.5 Kilo, was pancreaticised on October 10th, 
1930, leaving only 1/10-1/11 of the gland. The rations and condi- 
tions of the animal are summarized as shown in page 85: 

Judging from these observations, this dog had first diabetes 
gravis, which shifted to diabetes levis and, after 4 months, sugar 
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Date Rations and conditions 


9/X 1930 Operation. 1/10-1/11 of pancreas reserved. 


15/X Polyphagy and polydypsy became apparent upon the 
“2 carbohydrate rich diet. Glycosuria ++ 


On the administration of 500 gm. of horse flesh gly- 
19/X < cosuria + 
Carbohydrate rich diet was given hereafter. 
23/XII Body weight increased to 9 Kilo gm., after carbohydrate 
* “ rich diet: glycasuria + 
Body weight 9.6 Kilo. 


3/II 1931 Postabsorptive blood sugar: 0.101% after administration 
of 100 gm. of rice and 100 gm. of fish: no glycosuria 


Body weight 8.7 Kilo. 
ATV. 5 Postabsorptive blood sugar: 0.264% 
After the intake of 500 gm. of horse flesh: glycosuria 
+++ (38 gm. as Glucose) 


3/V Body weight Postabsorpt. blood sugar 
7.6 kilo. 0.312 % 
B) 
ss "tae 0.326 ,, 
1/IX 4.8 ,, 0.368 ,, 


Quite emaciated, the hair came off the fur. 
Cataract distinct, standing and walking became impossi- 
30/1X ble. On killing and examining, the remaining pancreas 
was found to be about 2.3 gm. weight. 
almost disappeared from the urine even after rich rice diet. Later 
the animal fell to diabetes gravis again. 


(A) Period, where no glycosuria was observed after 
carbohydrate rich diet, with mear lowering 
of tolerance. 


Ration, consisting of 100 gm. of rice and 200 gm. of fish, and 
which caused no glycosuria, was given. Body weight was 9 kilo- 
gram, 2gm. of fructose or glucose per Kilo body weight were 
given by mouth. The blood sugar curves were shown in table IX. 

We can see from these results, that in this period where the 
assimilating power is not damaged much, the administration of 
fructose caused only a glycosuria. 


(B) Period of diabetes gravis. 


In about five months after the preceding experiment, the 
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TaBLe IX. 
Blood sugar curve, 


Glucose given Fructose given 
16/1 

Yo Jo 

Before 0.103 0.101 
After 

20’ 0.135 0.124 

40’ 0.160 0.129 

lh 0.159 0.128 

Lh 30’ 0.142 0.124 

2h 0.125 0.096 

2h 30’ 0.097 0.098 

3h 0.097 0.101 

4h 0.100 0.107 


Fig. 9. 


0.140 


0.120 


! 2 S 4 brs 


fructose curve ( ¢——_———e ) 


glucose curve (e—- — — ~«) 


4 hours’ urine after sugar administration, 


Date Kind of sugar Volume Reduction power 
16/1 Glucose 210 — 

17/1 Fructose 260° 1.0 gm. 
18/1 Control 58 _ 


animal succumbed to diabetes gravis and showed an apparent 
marasmus. Polydypsy and polyhagy were intense. Ration con- 
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sisted of 130gm. of rice, 150 gm. of fish and 70 gm. of horse 
flesh. 

a) Fructose or glucose was given in 3gm. per Kilo. body 
weight. 


TABLE X. 
Blood sugar curve. 
Time a re Te eee oo 
To To 
Before 0.326 0.324 
After 
20’ 0.436 0.498 
40’ 0.512 0.552 
th 0.552 0.560 
Lh 30’ 0.576 0.498 
2h 0.466 0.418 
2h 30’ 0.410 0.384 
3h 0.388 0.360 
4h 0.356 0.330 
5h 0.328 0.320 


Urine (During 5 hours after sugar administration), 


Control Glucose Fructose 
Sugar and date 11/VI 12/VI 13/VI 
Volume 192 250 254 
Sulfosalcyl. acid ~ = — 
Ferrie chlorid test + + + 
N 0.93 0.95 0.99 
Reduction power 2.81 20.34 16.31 
(as glucose) 
Polarimeter reading 
(1.2 times diluted, ~ +1.27° +7.14° +2.76° 
tube = 2 dm.) 
Sugar determined > 
from reduction and Glucose 2.80 Glucose 20,37 ee ay 


polarization value. 


Sugar reexcreted Fi —_ 
= tlucose 10.5 
fie amount 17.57 Fructose 3.05 


Percentage 89.7 68.5 
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b) Fructose or Glucose was given 4.0gm. per Kilo body 
weight. 


TaBLe XI. 


Blood sugar curve. 


Fructose given Glucose given 


— 24/V1 26/VI 
%o Jo 

Before 0.368 0.370 
After 

20’ 0.564 0.492 

40’ 0.624 0.552 

lh 0.634 0.614 

1h 30’ 0.540 0.658 

2h 0.490 0.622 

2h 30’ 0.436 0.508 

3h 0.410 0.444 

4h 0.366 0.390 

oh 0.366 0.372 

Urine. 


Excreted during 5 hours after the administration of sugar. 


Sugar and Control Fructose Control Glucose 
date 23/V1 24/VI1 25/VI 26/VI1 
Urine volume 230 250 164 272 
Reaction acidic s ” ” 
Sulfosalicyl. test - - = = 
Ferric chlorid test + = + as 
N 1.06 0.99 0.92 0.77 
Reduction power F x 
(as glucose) 3.47 16.57 2.89 19.97 
Polarimeter reading 
(1.2 times diluted, +1.31° +2.72° +1.54° +6.42° 
tube = 2 dm.) 
Sugar excreted Glucose 
(ealeulated from Glucose 13.35 Glucose Glucose 
reduction and 3.46 Fructose 2.89 19.97 
polarization power) 3.24 
Sugar re-exereted Giueoss 
abs amount 10.18 Glucose 
{ Fructose 17.51 
Percentage are 


58.4 76.8 
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fructose curve (e#———_——e ) 


glucose curve (e- — — -e) 


3 gm. of Sugar per Kilo given. 


Pigei1: 
% 


0680 
‘ 
Onde 
woo 
O00 
su 
959) 
“ 

0540 
0.520 
0.500 
OASO 


O40 


ow 


ore 


040 


Hgso 


0 360 


1 2 3 ] 5 hes. 
fructose curve ( ) 
glucose curve (e- — — -e) 


4 gm. of sugar per Kilo given. 
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Judging from these experiments the availability of fructose is 
no better than glucose in the animal least affected, while in heavily 
diabetic animal fructose is far better utilized than elucose. 


II. Experiment on Dog J. 


Dog J, weighing 11.5 Kilo. was pancreaticized on November 
30, 1930, leaving about one-ninth of the gland. Rations and 


conditions of the animal are summarized as follows: 
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Date Rations and conditions 
1/X. 1930 Milk and biseuit. Glycosuria + 
6/X ” ” ” 
i Glyeosuria —, symptom of polyphagia 
T/X te 
noticed. 
13/X Carbohydrate rich ration given: Glycosuria negative. 
3/XI Carbohydrate rich ration: Glycosuria positive. 
» 9 ” ,», Body weight 
20/4 11’ Kilo. 
Meat alone given, glycosuria +, body weight 11.2 Kilo. 
19/1 1931 Hereafter marasmus slowly augmented. Pruritus, neuritis 
and cataract beeame marked. 
29/VIII Killed. 


This dog suffered therefore from diabetes levis first which was 


cured so as to show no glycosuria even after carbohydrate rich 
feeding. With long continued carbohydrate rich rations, however, 
the animal became gradually diabetic again and the disease pro- 
ceeded to the worst conditions. Except the last stage, where 
diarrhoea appeared, digestive organs showed no abnormalities. 


A. Period of diabetes gravis in primary stadium. 


a) Fructose or glucose was given in 3 gm. per Kilo. body weight. 
The ration consisted of 880 gin. of horse-flesh (cooked). 


TasLE XII. 
Blood sugar curve. 


Time cae, ae a 
Jo Jo 
Before 0.089 0.091 
After 
20° 0.214 0.138 
40’ - 0.158 
lh 0.340 0.157 
1h 30’ 0.333 0.142 
2 0.250 0.115 
2h 30° 0.203 0.110 
3h 0.156 0.112 
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4h 0.112 0,117 
Sh 0.092 0.115 


Urine (whole day’s urine). 


Aye Control Glucose Control Fructose 
sled of sugar 19/1 20/1 21/1 22/1 

Urine volume 1095 1055 640 
N gm. 12.8 15.8 17.3 
Reducing power 

(as glucose) (A) 17 8.6 3.6 
(D/N) 0.13 = 0.21 
(D/N)XN (B) — 2.7 ~ 
Sugar-re-excreted 

(A)—(B) 5.9 

p= amount : 
percentage 17.6 


b) Fructose or glucose was given 3 gm. per Kilo. body 
weight, after the administration of fructose 
in the previous day. 


As the ration consisting of merely protein and fat, as given 
in the previous experiment, lowers highly the assimilative power 
of the animal for carbohydrate, while a mere administration of 
sugar removes this trouble, we proceeded in this experiment to 
examine the availability of sugar after the previous administration 
of fructose. 


TaBLe XIII. 
Blood sugar curve. 


- Fructose given Glucose given 
Time 29/1 30/1 
Jo Jo 

Before 0.096 0.113 
After > 

20° 0,159 0,218 

40’ 0.217 0.284 
lh 0.191 0.330 
1h 40’ 0.135 0.359 
2h 0.121 0.331 
2h 30’ 0.118 0.260 
3h 0.114 0.235 
4h 0.125 0.195 


5h 0.139 0.161 
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Urine (Whole day’s urine). 
Kind of Control Fructose Glucose 
ae ae 28/1 29/1 30/1 
Volume 435 635 935 
N gm. ‘ete 8.5 17.8 
Reducing power 
(as glucose) 4.8 5.6 19.6 
(D/N) 0.6 
(D/N) xN 51 10.7 
Sugar re-excreted 
eis amount 0.5 8.9 
Percentage 27.0 
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B. Period of the advanced stadium of diabetes gravis. 


Fructose or glucose was given orally in 3gm. per Kilo. body 
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weight. Body weight was 7.3 Kilo. Ration was composed of 
180 gm. of rice, 70 gm. of horse-fiesh and 180 gm. of fish. 


TaBLE XIV. 
Blood sugar curve. 


Time Fructose given cate pte 
Yo Yo 
Before 0.348 0.350 

After 

20’ 0.472 0.464 
40’ 0,594 0.580 
lh 0.582 0.642 
1h 30’ 0.488 0.660 
2 0.426 0.518 
2h 30’ 0.398 0.448 
3h 0.372 0.418 
4h 0.354 0.374 


dh 0.340 0.352 


Urine (Exereted during 5 hours after the administration of sugar). 


Kind of sugars Control 3/VI | Fructose 4/VI | Glucose 5/VI 


Volume 154 g 243 235 
Reaction acidic acidic acidic 


Sulfosalicyl. test _ = S3 


Fericchlorid test aS =3 ate 
N gm. 1.05 1.03 1.12 
Reduction power 1.29 11.96 18.18 


(as Glucose) 
Polarimenter reading 


(1.2 times diluted. “+0.73° +2.92° +6.72° 
Tube-length 2 dm.) 

(D/N) a5 

(D/N) XN (A) 1.27 1.38 


Amount of sugar 
(caleulated from ‘i 5 Glucose 10.57 
reduction power and Plucose 1-20 Fructose 1.40 Glucose 18.17 
polarimeter reading 
B 


Sugar re-excreted 


(B)—(A) | 
= amount — yt Glucose 16.79 
Percentage 48.9 | 76.7 


94 


o- 
v 


0.660 
0.640 
0.620 
0.600 
0.580 
0.560 


0.540 


0.460 
0.140 
0.420 
0.400 
0.380 
0.300 


0.340 


fructose curve ( 


) 


glucose curve (e— — —o) 


These results of experiments on Dog J indicate also that 


fructose is far more available than glucose when diabetes advances. 


To easily compare the availability of glucose and fructose the 


results obtained in the previous experiments are summarized in 


Table XV. 
VII. 


THE EFFECH OF DAILY ADMINISTRATION OF FRUCTOSE ON THE 
RENAL THRESIIOLD, THE BLOOD SUGAR AND THE 


PROGRESS OF DIABETES. 


The effect on the renal threshold and the 


blood sugar, 
I. Experiments on Dog A. 
(Very slightly diabetic animal). 


At first the effect of daily administration of fructose was 


Oe 


Fructose in the Body of Normal and Diabetic Animals. 95 


TaBLe XV. 
a i 
3 ASE) Availability 
= naes Remarks 
A Br Bis Glucose |Fructose 
aM nasty 


SS | | | | 


3 100.0 97.0 | normal 


————q]|— |) KK | qe | qc“—'\ccccxcr 


very 
A 1/5 9 10 2 100.0 81.0 | slightly 
diabetic 
2 ue 7 13.0 98.5 100.0 slightly 
9 13.0 3 - 95.2 99.0 | diabetic 
slightly 
re) 1/10 9 8.4 3 97.0 98.4 diabetic 
J 1/9 36 7.3 3 “23°83 51.1 | heavy 
3 9.0 2 7.6 41.1 | heavy 
N jit 5 8.0 3 3.6 | 28.4 
very 
19 9,0 2 100.0 94.4 | slightly 
: diabetic 
iu UE he ee ee, Se Se See 
a 3 10.3 31.5 
heavy 
33 4 23.2 41.6 
TaBLE XVI. 


Amount of sugar re-excreted in urine during 4 hours following 
the administration of fructose. 


Amount of 


fractious om Volume of Amount of | Percentage 
Date tose, 8M. | rine (4 hours) reducing of re-excreted 
per Kilo body | ce subst. gm sugar 
weight | Z 4 : 

July 31 oo 210 3.8 19.0 
Aug. 1 1.5 

Ey 2 1.0 

a 3 0.5 270 0.34 6.8 

” + 5.0 300 1.10 2.2 

=: 5 2.0 250 0.46 2.3 

+ 6 2.0 45 0.46 2.3 
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examined on dog A, a very slightly diabetic dog mentioned above. 

The amount of the fructose administrated varied between 0.5— 
5.0gm. per Kilo. body weight and the length of the experiment 
covered one week, July 31st to August 6th. The blood sugar curve 
was examined on August 4th and 6th. The results are shown in 
table XVI. 


TasLE XVII. 


Blood sugar curve. 


July 31 August 6 
Before 0.105 Before 0.105 
After After 
20’ 0.112 20’ 0.133 
40’ 0.113 50’ 0.126 
lh 0.112 1h 50’ 0.109 
Lh 30’ 0.110 
2h 0.108 2h 0.107 
2h 30’ 0.103 2h 30’ 0.109 
3h 0.106 3h 0.109 
4h 0.106 4h 0.110 
Fig. 15. 
% 
0.140 
0120 
0.100 
I 2 3 4 brs 


5 gm. of fructose per Kilo (4. VIII) 


Fig. 16, 
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It ean be seen from these results that although the tolerance 
for fructose remains quite low, the threshold seems to rise in the 
course of successive administration of fructose. Allen and other 
workers think that the subsidance of glycosuria in case of succes- 
sive peroral administrations of fructose is due to the decrease of 
absorption. When we examine, however, the blood sugar curve 
at this moment the decrease of glycosuria can not be explained 
only by the amount of absorption, but rather it is due mainly to 
the raised renal threshold for fructose. At any rate the long con- 
tinued administration of fructose seems to promote the availability 
of fructose. 


II. Experiments on Dog L. 


On this dog two experiments for daily administration of 
fructose were conducted twice: One at a time when no glycosuria 
was observed, and the other in the last period of heavy glycosuria. 


a. When no glycosuria was observed, 


The animal weighed 9.6 Kilo. The ration consisted of 100 gm. 
of rice and 100 gm. of fish. Fructose was given 3 gm. per Kilo 
body weight every day at nine o’clock in the morning. The hyper- 
glycemic curves on the first, fourth and seventh are shown in table 
XVIII and figure 17. 


TaBLe XVIII. 
Hyperglycemie curve. 


First day Fourth day Seventh day 


Time Feb. 3 Feb. 6 Feb. 9 
Before 0.101 0.102 0.103 
After 

20’ 0.130 0.161 0.143 

40’ 0.134 0.143 0.142 
1h 10’ 0.120 0.131 0.140 
Lh 30’ 0.113 0.124 0.125 
2h 0.100 0.113 0.108 
2h 30’ 0.106 0.115 0.107 
3h 0.114 0.103 0.105 
4h 0.108 0.105 0,110 
5h 0.102 0.108 0.105 

Reducing substance in 11 3.1 11 


urine. gm. (as glucose) 
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consisted of 30 em. of horse-flesh, 70 em. of tallow, 80 sm. of tunny 
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and 20 gm. of fish-bones. 

Fructose was given orally in 3gm. per kilo body weight at 
nine o’clock every day from September 11th to 14th. Blood sugar 
was determined at half past eight o’clock and in fructose period, 
at 3 p.m. also. Urine was collected during 6 hours from 9 a.m. to 
3p.m. Diet was given 3.5 p.m. once every day. Diarrhoea was 
observed on Sept. 11th and 12th. 

The change in body weight, blood sugar, urine nitrogen, urine 
sugar, ammonia quotient of the urine was followed from September 
Ist to 19th; and is shown in figure 18. 

As ean be seen from the figure, the body weight increased with 
the administration of fructose, and the blood sugar, which had 
been decreasing with the carbohydrate poor diet, began to increase 
not only during the period in which fructose was administered, 
but also in the succeeding days. As this animal, however, suffered 
from diarrhoea, we can not deduce much from these findings. 


III. Experiment on Dog O, suffering from diabetes levis. 


The dog O showed glycosuria from the diet containing 100 gm. 
of rice, but remained sugar free for 40 gm. of rice. During the 
following experiment the ration consisted of 40 gm. of rice and 
150 gm. of horse-flesh. 

The experiment was conducted as follows: 

a). At first fructose or glucose was given orally three times 
with 2 hours interval in 1 gm. per kilo body weight, and the blood 
sugar curve was followed. 

b). During following 5 days fructose was then given twice 
every day; 3 gm. per kilo body weight at 9 o’clock a.m. and 5 gm. 
per kilo at 3.5 p.m. together with diet. 

Theoretically this period is better prolonged. To avoid several 
disturbances such as anorexia and diarrhoea, however, the amount 
of fructose and length of the period had to be limited. 

ec). At last fructose or glucose was given again just as in 
period a, and the blood sugar curve was followed. 

The blood-sugar curves obtained in a) and b) are shown in 
figure 19 and 20. 
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Fig. 19. Fig. 20. 
Before continued feeding 9.2 kg. After continued feeding 8.7 kg. 
a 18/X1, fructose 4 7/X1, fructose 
1.0Oym. per Kilo 20/X1, glucose LOgm. per Kilo is chia 


fructose curve (————» ) 


Blucose curve (eo — — — —) 


We can see from these figures that the assimilation capacity 
tested by glucose administration shows some lowering with con- 
tinued feeding of fructose to the animal. Although no glycosuria 
was observed, the blood sugar curve went down more slowly, 
after the experiment. 

During the fructose feeding period the sugar excretion in 
urine, which was caused only by fructose, decreased with time, 
the excreted sugar corresponding to 5.3 3.4 and 2.4% of the 
administered fructose in Ist, 3rd and 5th day of experiment. 
It is interesting to note that in blood-sugar curve test with fructose 
administration, fructose excretion into the urine is smaller after 
the fructose feeding period than before the feeding (amount of 
reducing substances in two hours urine being 0.05 gm. in the former 
and 0.4 gm. in the latter case). These are due probably to the 
elevation of the threshold for fructose. 


B. The effect of the continued peroral administration 
of fructose or glucose on the diabetie dog. 
As stated above, the continued per oral administration induces 
the depression of tolerance for sugar. 


Fructose in the Body of Normal and Diabetic Animals. 101 


We have tried then, to compare the effect of the continual 
peroral administration of fructose with that of glucose. It is 
quite important to note on this oceasion that there are at least two 


_ faetors to be taken in our consideration. The one is that the 


comparison ought to be made on the same dog to avoid individual 
variation. The other is the fact that the tolerance is apt to change 
during the experiment and that this may cause some difference 
whether we make the experiment for fructose prior to that for 
glucose or vice versa. It is therefore preferable that we check 
our experiment on the same dog, once making the experiment for 
fructose first and that for glucose second, and then repeating the 
experiment for fructose. 

The tolerance of the animal for sugar at various periods was 
examined by the intravenous injection of glucose in an amount 
of 0.2gm. or 0.5gm. per Kilo body weight. Glucose was used 
as 20% solution, desinfected and injected into V. saphena parva 
with the velocity of lee. per 4 seconds. 


I. Experiment on Dog T. 


Dog T, weighing 11.5 Kilo, was pancreaticized on March 1, 
1932, leaving about one sixth of the gland. Glycosuria continued 
about 10 days. On March 14th no sugar appeared in urine with 
the diet consisting of 100 gm. of rice and 150 gm. of horse-flesh. 
The dog corresponds therefore, to so-called ‘‘transient diabetes 
levis’? Allen. 


Experiment A. 

During the experiment the diet consisting of 50 gm. of rice, 
150 gm. of horse-flesh and 150 gm. of sardine was given at 3.5 p.m. 
every day. Sugar, either glucose or fructose, was given at 9a.m. 
and at noon, in an amount of 1.5 gm. per kilo body weight as 
20% solution. Urine was collected during 3 hours after each 
sugar administration, and from 3 p.m. to 8.5 a.m. next day. Experi- 
ment was conducted as follows. 

1. Period. Fructose was administered during May 3—May 7. 
3 hours’ urme contained sugar corresponding about 2% of 
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administered fructose. 

On May 8th, the blood-sugar curve was examined by injecting 
0.2 gm. of glucose. In four hours’ urine, about 6.3% of injected 
glucose reappeared. 

2. Period. Glucose was administered during May 9 to May 
13th. 3 hours’ urine contained about 0.3% of administered glucose. 
On May 14th the blood sugar curve was examined by injecting 
glucose. In four hours’ urine, about 6.7% of injected glucose 
reappeared. 

3. Period. Fructose was again administered during May 
15th to May 19th. 3 hours’ urine contained about 2.6% of fructose 
administered. 

On May 20th the blood-sugar curve was examined by the 
injection of glucose. In 4 hours’ urine, about 5.3% injected 
glucose reappeared. 

The blood-sugar curves obtained in each period were plotted 
in figure 21 together. 


Fig. 21. 
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Expervment B. 


In this experiment the amount of sugar given twice daily 
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peroral was 2 gm. per Kilo body weight each time. The amount 
of injected glucose used for the examination of blood sugar eurve 
was 0.5 gm. per kilo body weight. Other things remained quite 
the same as in previous experiment A. 

1. Period. Fructose was administered during May 24 to 
26th. 3 hours’ urine contained about 3% of the administered 
fructose. On May 27th to blood-sugar curve was examined by 
the injection of glucose. In four hours’ urine, about 3.8% of 
injected glucose reappeared. 

2. Period. Glucose was administered during May 28th to 
30th. 3 hours’ urine contained about 0.6% of the administered 
glucose. On May 31st the blood-sugar curve was examined by 
the injection of glucose. In four hours’ urine about 3.6% of 


Fig. 22. 
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glucose reappeared. 
The blood sugar curves obtained in each period were plotted 
in figure 22 together. 


II, Hxperiment on dog X. 


Dog X, weighing 11.2 Kilo, was pancreaticized on April 25th, 
1932, leaving about one eleventh of the gland. 

When he was fed on milk, the glycosuria disappeared on 
May 13th, but the diet consisting of 100 gm. of horse-flesh, 200 gm. 
of sardine and 50 gm. of rice caused a glycosuria of medium grade. 
In the experiment with this dog, the amount of sugar given twice 
every day was chosen as 1.5 gm. each time. Glucose injected for 
the examination of the blood-sugar curve was 0.5gm. per Kilo 
body weight. Other things remained quite the same as in previous 
experiments. 

1. Period. Fructose was administered during May 18th-20th. 
3 hours’ urine contained about 1.7% of the administered fructose. 
On May 21st the blood sugar curve was examined by the injection 
of glucose. In four hours’ urine, about 6.3% of injected glucose 
reappeared. 

2. Period. During May 22-24th no sugar administration 
was made and it stands as a control period. 

On May 25th the blood-sugar curve after the injection of 
glucose was followed. Four hours’ urine contained about 6.6% 
of the injected glucose. 

3. Period. Glucose was administered during May 26th-28th. 
Three hours’ urine contained about 0.5% of the administered 
glucose. On May 29th the blood-sugar curve was examined by 
the injection of glucose. In four hours’ urine, 8.6% of glucose 
injected reappeared. 

The blood-sugar curves obtained in each period were plotted 
in figure 23 together. 

As can be seen from these experiments made on dog T and 
X the continued administration of neither fructose nor glucose 
shows any considerable influence on the tolerance of sugar. 
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VIII. THE AVAILABILITY OF FRUCTOSE IN NORMAL SUBJECTS. 


A. The effect of oral adminstration of fructose on blood sugar 
curve and reducing substance of urine. 

Subject T. Y. 18 years old, weighing 45 kilogram, took at 
7 a.m. in postabsorptive stadium either 1.0 or 1.5 gm. of fructose 
per Kilo of his body weight as 50% solution. The subject remained 
at rest. The blood sugar curve and the amount of reducing 
substance in urine were as given in table XIX. 

From these results it can be said that the intake of fructose 
in an amount of 1 gm. per Kilo body weight causes a fructosuria 
of slight grade and that the degree of fructosuria does not increase 
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TaBLE XIX. 


Blood-sugar curve. 


1.0 gm. of fructose 1.5 gm. of fructose 


Time per Kilo taken per Kilo taken 
Jo Jo 
Before 0.104 0.102 
After 
30’ 0.122 0.128 
40’ 0.124 0.132 
lh 0.124 0.132 
Lh 30’ 0.118 0.126 
2h 0.110 0.118 
2h 30’ 0.106 0.112 
3h 0.104 0.102 
4h 0.112 0.096 


Urine (collected during 3 hours). 


Volume ce. Ms ie 
Benedict react. Ms i 
Reducing power 
(as glucose) 
abs. amount gm. 0.27 0.57 
percentage 0.6 ‘ 0.8 
Fig. 24. 
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much even when fructose is taken in greater amount. 


B. The tolerance of fructose in peroral admimstration. 


We saw in the previous experiment that the intake of fructose 
in an amount of 1gm. per Kilo body weight causes fructosuria. 
This does not seem to coincide with the statement of Strauss 
(1898), Noorden, Folin and Bergland (1922), where fructose 
is better utilized than glucose by normal subject. As, however, 
the sugar that appeared in urine in the previous experiment was 
shown to be fructose by the polarimetric measurement we decided 
to determine the assimilation limit of some friends who kindly 
offered themselves for this experiment. 


1. The amount of reducing substance in urine excreted 
during 3 hours in the morning (7-10 a.m.). 


Reducing 
Name Year Body weight | Urine volume/|subst. in urine 
‘ (as glucose) 


kg. Ge. gm. 
bee ge 18 45 106 0.13 
Be Xa 31 64° 80 0.12 
SF 27 49 455 0.11 
M. A 31 50 108 0.13 


2. The effect of fructose intake on the sugar excretion in the urine. 


Polari- 
metr. 
Urine reading 
Amount of Fructose pane Volume |2™mount of | (1.2 times aeeat 
taken aA reducing | diluted, MMe: = 
J substant tube ee 
length 
=2 dm.) 
2gm. gm. Ni ce. gm. oe gm. 
per Kilo 90 tT. ¥. 136 «| 085 clea 0.67 
15 73.5 ‘ie sf 647 0.52 ° 7 
per Kilo 675 | T. Y 162 ay gd lh 0:36 
1.0 45 7. ¥ 173 0,27 


0.8 36 Tax 102 0.23 =0.11° 0.13 
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22.5 T. Y 112 0.18 
is 32.0 Ss. Y 532 0.15 
cal 24.5 i 388 0.17 
25.0 M. A 116 0.23 
0.3 13.5 T. Y 198 0.10 
fics 10.0 M. A 114 0.16 
: 12.8 Ss. Y 138 0.15 
0.15 7.5 M. A. 138 0.16 
0.1 5.0 M. A. 143 0.12 


As can be seen in the table, the administration of fructose 
under 0.5 gm. per Kilo body weight causes no appreciable increase 
in urine reducing substance. Above 0.8 gm. per Kilo body weight 
fructosuria is observable. Whether this low tolerance for fructose 
is limited only to Japanese or is true also for other races is a 
question that remains quite open. 


[X. Concuusion. 


The results of our experiments can be summarized as follows: 

1. In normal dogs the fructosuria is observed when fructose 
is administered in an amount which does not cause any glucosuria 
in the case of glucose. This does not mean, however, that tolerance 
of fructose is lower than that of glucose and is caused only by 
the lower renal threshold. The degree of hyperglycemia is much 
lower in fructose than in glucose. 

2. Ina partly pancreaticised animal A, in which the tolerance 
has suffered apparently no effect, the administration of fructose 
in an amount of 2gm. per Kilo body weight causes fructosuria, 
while the intake of glucose of the same amount has no effect. 
Here, too, the fructosuria is due only to the low renal threshold. 

3. In slightly diabetic dogs where the tolerance for glucose 
is much lowered, the intake of fructose in an amount of 2 gm. per 
Kilo body weight does not cause any fructosuria, while upon the 
administration in an amount of 3 em. per Kilo body weight fructose 
causes only a slight degree of glucosuria. The administration of 
glucose is answered in this case with the high degree of hyper- 
glycemia and glucosuria. 
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4. In heavily diabetic animals, where a high degree of hyper- 
glycemia is observed even in the postabsorptive stadium the ad- 
ministration of fructose is accompanied by the heightened eleva- 
tion of hyperglycemia. The degree of augmentation of blood sugar 
content is, however, much smaller than when the glucose is 
administered. The excreted amount of sugar in urine is always 
smaller in the case of fructose administration than in that of 
glucose. Fructose is utilized far better than glucose in heavily 
diabetic dogs. 

d. The renal threshold is elevated by the successive adminis- 
tration of fructose. Together with this the degree of hypergly- 
cemia produced by the absorption of fructose becomes augumented. 

6. The continual daily administration of neither fructose nor 
glucose showed any considerable influence on the tolerance for 
glucose in the case of diabetes levis. The re-excreted amount of 
glucose injected is less after the continued administration of 
fructose than after that of glucose. 

7. The peroral intake of fructose is tolerated up to 0.5 gm. 
per Kilo body weight without any extra excretion of sugar in urine. 
Above 0.8 gm. per Kilo body weight there is fructosuria observable 
in Japanese. 

From these findings it is clear that in the normal condition, 
where the renal threshold for fructose is quite low, some part of 
ingested fructose is excreted into urine. 

In a diabetic subject, however, the renal threshold is much 
elevated and fructosuria may disappear in light diabetes, while 
the digestion of glucose in the same amount causes glucosuria. In 
a heavily diabetic subject, a considerable amount of ingested fruc- 
tose is excreted in urine. But the amount of excreted sugar here is 
considerably less than after the intake of glucose. In the bodies 
of diabetics, therefore, fructose is always better utilised than 
glucose. That fructose is much sweeter than cane sugar may 
add another reason for the recommendation of fructose for the 
diet of diabetics. 

I wish to express my most sincere thanks to Professor S. 
Kakinehi for his kind advice and encouragement in carrying out 
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the investigation. Many thanks are also due to the Tokyo In- 
dustrial Laboratory for the free supply of liquid fructose used 
in this experiment. 
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EXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN UBER DIE 
BEZIEHUNGEN VERSCHIEDENER ZUCKERARTEN 
SOWIE ZUCKERBILDENDER SUBSTANZEN ZUM 
BLUTMILCHSAURESPIEGEL. 


Von 


TATSUSABURO KOIKE, 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Prafektur- 
Hospitals zu Kobe. Vorstand: Dr, M. Takeda.) 


(Eingegangen am 14, August 1933) 


I. EINLEITUNG. 


Heute liegt bereits eine grosse Literatur iiber den Zusammen- 
hang zwischen der Adrenalinhyperglykamie und der Blutmilch- 
sdure vor (Elias und Sammartino, Tolstoi, Cori, Rhu, Ders 
und Cori, Nakatsuka u.a.m.). Ebenso existieren ziemlich viele 
Arbeiten tiber die Beziehungen zwischen verschiedenen Giften resp. 
Arzneimitteln und dem Blutmilchsduregehalt (Araki, Morishi- 
ma, Zillessen, Embden und Isaac, Neubauer u.a.m.,). 

Der Entstehung dieser Hyperglykamie liegt aber in allen 
Fallen eine endogene Zuckerbildung zugrunde. Hingegen sind 
Fille, in denen sich vielfach eine exogene Entstehung der Hyper- 
glykimie denken lasst, z. B. solehe, in welchen der Zusammenhang 
zwischen der Blutzuckerkurve und dem Blutmilchsaurespiegel nach 
Verabreichung von Zucker beobachtet worden ist, bisher nur wenig 
berichtet worden. So haben Wierzuchowski und Laniewski 
(1931) an Hunden eine Dauerinfusion von Glukose vorgenommen 
und beobachtet, dass “es bei gleichzeitigem Anstieg des Milch- 
siiurespiegels im Blut Abnahme der Alkalireserve kommt. Auch 
Collazo und Supuiewski (1925) haben eine Erhéhung des 
Milchsiure wertes im Blut nach Glukoseinjektion, Yamada (1932) 
dieselbe bei Hunden nach der [njektion von Glukose, Fruktose und 
Arabinose beobachtet. 

Uber das Verhalten der zuckerbildenden Substanzen zum Blut- 
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milchsiurespiegel, wie etwa Sorbit und Glyzerin, die iibrigens im 
Organismus in Zucker umgewandelt werden diirften, liegen unseres 
Wissens nach bis jetzt noch keine genauen Untersuchungen vor. 

Baldes, Schmidtz und Embden haben iiber den Hinfluss 
der Verabreichung von Zuckerspaltprodukten oder zuckerbildenden 
Substanzen auf den Milchséurespiegel Tierversuche angestellt und 
fanden, dass bei der Durchblutung der Leber mit Dioxyazeton 
Milchsiure zum Vorschein kommt. Schneider und Widmann 
(1929) injizierten Kaninchen Methylglyoxal und Dioxyaceton 
intravenos und machten Bestimmungen des Blutzuckers, der Milch- 
siure und der Alkalireserve; doch konnten sie nur im ersteren 
Falle eine Erhéhung des Milchsaéurespiegels feststellen. 

Stohr hat an die Versuchstiere Dioxyazeton, Glyzerinaldehyd, 
Methylglyoxal und Glukose verfiittert und fand dabei, dass bei 
der Verabreichung der letzteren Agentia eine Abnahme der 
Alkalireserve im Blut verursacht wird, wahrend die Verabreichung 
des Dioxyazeton darauf keinerlei EKinfluss ausiibt. Stoéhr ist der 
Ansicht, dass die Umwandlung des Dioxyazetons im Gegensatz zu 
der des Methylglyoxals, des Glyzerinaldehyds und der Glukose 
nicht in die intermediare Saurestufe (Milechsdure) erfolge. 

Meine Versuche sind von dem Gedanken ausgegangen, dass es 
interessant sein miisse, die Verschiedenheiten in den biologischen 
Higenschaften der Zuckerarten, falls solehe vorhanden, bei der 
parenteralen Verabreichung derselben bei Versuchstieren, und 
zwar den Milchsaurespiegel im Blut einerseits und die Beziehung 
desselben zum Blutreduktionswerte andererseits, festzustellen. Ich 
habe zu diesem Zwecke verschiedene Zuckerarten (Glukose, 
Fruktose, Mannose, Galaktose, Maltose, Laktose, Arabinose und 
Xylose) Kaninchen intraperitoneal injiziert und darauf den 
Zusammenhang zwischen der Blutzuckerkurve und dem Milch- 
sdurespiegel im Blut genau beobachtet. 

Uber die Zuckerbildung auf Kosten des Glyzerins sind bereits 
verschiedene Forschungsergebnisse bekannt (Cremer, Liithje, 
Satta und Beit, Lang und Bischem, McCann, Thomas, 
Voegtlin, Dunn und Thompson, Takeda u. a.). Auch der 
Verf. hat sich 1933 experimentell mit diesem Thema befasst und 
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die Resultate verdffentlicht. Da es aber bis dahin noch unklar 
blieb, ob das Glyzerin im Organismus bei der Zuckerbildung inter- 
mediir Milchsaiure bilden kénne, und wenn, in welehem Umfange 
das geschehen kénne, auch die Frage nach dem Zusammenhang 
zwischen der méglichen Milchséurebildung und der Zuckerbildung 
bis jetzt noch unberiicksichtigt blieb, hat Verf. nun genaue 
vergleichende Untersuchungen iiber den Einfluss des Glyzerins auf 
den Blutreduktionswert und den Blutmilchséiurewert angestellt. 

Was die Beziehungen zwischen Sorbit und Zuckerbildung 
angeht, so fehlt es nicht an wertvollen Arbeiten (Thannhauser 
und Meyer, Freise und Walenta, Kaufmann, Sawada, 
Koike u. a. m.), doch schien es mir angezeigt, auch bzgl. des 
Sorbits fhnliche Versuche wie oben anzustellen. 

Weiter habe ich noch Versuche angestellt um festzustellen, 
wie sich die Hyperglykimie und der Blutmilechsidurespiegel bei 
TInjektion von Natrium lacticum oder Adrenalin zu einander 
verhalten, und die erhaltenen Ergebnisse mit den im Falle der 
Injektion von Glyzerin und Sorbit erhaltenen verglichen, 


IJ. HEXPERIMENTELLES. 


Als Versuchstiere dienten uns in der tiberwiegenden Mehrzahl 
miannliche Kaninchen, die samtlich fast tiber 2ke schwer waren 
und iiber 12 Stunden lang gefungert hatten. Sie wurden taglich 
mit einer bestimmten Nahrung gefiittert. Und die Blutentnahme 
erfolgte so sorgfaltig, dass keine Aufregung der Tiere auftrat. 

Die Injektion der Zuckerarten oder zuckerbildenden Sub- 
stanzen erfolete intraperitoneal. Dies geschah mit Riicksicht auf 
die Ergebnisse von Sawada (1933), nach denen klar ist, dass 
durch die intraperitoneale Injektion der Hinweis auf den Staub- 
Effekt und die hypoglykaémische Phase nach der Belastung 
auffallend deutlich ist. 

Die Bestimmung der Blutmilchsaure geschah nach der Methode 
von Mendel und Goldscheider, die des Blutreduktionswertes 
nach Hagedorn-Jensen. Bei der originalen Methode der 
Blutenteiweissung von Mendel und Goldscheider wird 5%ige 
Metaphosphorsaure angewendet, ich habe es vorgezogen, diese in 
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10% iger Verdiinnung zu beniitzen. 


1. Normaler Milchséurewert im Blut 
des Kaninchens. 
Wir besitzen bereits zahlreiche Mitteilungen tiber den 
normalen Milchséurewert im Blut von Kaninchen, die ich hier 
kurz zusammenfassend wiedergebe: 


TABELLE I. 
Autor. Jahr d, Verdff. Toe eee 
S. W. Clausen 1922 - 77.00 mg % 
R. Rhu 1924 129.00 mg % 
F. Valentin 1925 101.00 mg % 
Carl F. Cori 1925 23.00 mg Yo 
Stuber u. Lang 1926 17.00 mg % 
Katayama u, J. A. Kilian 1926 18.00 mg % 
Kawamura 1928 6 20.20 mg % 
Dsbe. 1928 2 23.80 mg % 
Noshi 1929 8.40 mg % 
Kinoshita 1931 13.77 mg % 


Nach meinen Untersuchungen in 46 Fallen gesunder 
Kaninchen, die absolut ruhig gehalten worden waren, ergab sich 
der Milchsaurewert im Blut wie in Tabelle angegeben. 

Demnach betrug also bei meinen Untersuchungen der Maximal- 
wert fiir den Blutmilchsduregehalt 14.65 meg%, der Minimalwert 
9.09 mg% und der Durchschnittswert 9.86 mg%. 


2. Schwankungen in Blutmilchsduregehalt 
bet Kaninchen, 


Ks ist bereits von Hill und Long (1925) sowie auch von 
Mendel, Engel und Goldscheider (1925) u. a. m. festgestellt 
worden, dass der Blutmilchsiurewert durch die Muskelkontraktion 
eine Erhohung erfahrt. Verf. hat diese Untersuchungen wieder- 
holt und, wie die Tabelle III zeigt, gefunden, dass, wenn das Tier 
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TABELLE IT. 
Korper- Milch- | Blut- Korper- Miich- | Blut- 
Nr. gewicht siure | zucker Nr. gewicht siure | zucker 
(kg) (mg% ) | (mg% ) (kg) (mg%) | (mg %) 

1 $ 9.47 101.6 2 3 1.870 9.57 75.4 
3 ra) 14.65 116.0 4 6 1.900 10.23 113.0 
5 $ 10.23 84.0 6 6 2.400 9.78 99.2 
7 3 9.68 98.1 8 9 2.390 10.34 | 121.2 
9 g 10.52 109.8 10 8 1.900 9.88 95.0 
11 ra 10.39 91.8 12 3 1.900 10.34 85.0 
13 Fo) 10.46 99:5 14 6 2.010 9.89 99.0 
15 g 9,23 96.8 16 2 2.160 9.47 89.5 
7, 3 9.38 95.2 18 So 220 9.89 81.0 
19 3 9.57 92.0 20 8 2.100 10.00 90.0 
21 g 9.57 92.2 22 8 2.030 9.57 94.8 
23 3 9.67 108.0 24 & 2.000 10.00 106.6 
25 re) 10.23 99.8 26 & 2.220 9.47 119.5 
27 & 9.38 98.0 28 3 1.900 9.78 81.4 
29 3 9.67 92.2 30 6 2.460 9.57 90.0 
aq 3 9.78 83.0 32 6 2.460 9.89 99.1 
33 3 9.47 100.1 34 6 2.250 9.67 84.8 
35 3 9.67 15.3 36 $ 1.780 9.57 73.3 
37 ry 9.23 101.0 38 $ 1.610 10.23 95.6 
39 8 9.47 91.2 40 6 2.330 9.47 78.9 
41 3 9.18 100.9 42 8 1.960 9.67 90.5 
43 3 9.09 83.0 44 $ 2.115 9.78 96.6 
45 3 9.67 90.5 46 & 1.900 9.67 93.6 


aus dem Kafig freigelassen wird und sich einige Minuten lang 
bewegt, ein mehr oder weniger deutlicher Anstieg im Blutmilch- 
sduregehalt einsetzt, um dann in 30 Minuten dem Normalwert 
wieder ziemlich nahe zu kommen. Im Blutzuckerwert war aber 
keinerlei Veranderung festzustellen. Auf Grund dieser Erfah- 
rung habe ich die Bestimmung des normalen Blutmilchsdure- 
gehaltes immer dann vorgenommen, wenn die Tiere 30 Minuten 
aus dem Kafig genommen und wihrend dieser Zeit vollstandig 
ruhig gehalten worden waren. 
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TABELLE III. 


Nr. 47 6 


Nr. 


48 6 


Nummer Nr. 49 6 
(Koérpergewicht) (1.900 kg) (1.920 kg) (1.900 kg) 
% Milch- | Blut- | Milch- Blut- | Milch- Blut- 
TEE, J? siure | zucker| sdure | zucker | sdure | zucker 
9 5 2 
freigelassen Sofort 40.28 120.0 28.35 113.8 40.54 102.0 
a. d. Kafig 30 min. 30.39 116.0 10.23 111.6 19.52 88.0 
Sofort 30.39 117.0 20.00 121.0 40.00 102.0 
30 Min. 19.76 121.0 10.34 117.0 19.29 86.0 
Nach dem 60 Min. 14.65 116.0 10.23 113.0 10.23 88.0 
Gehen 90 Min. | 15.88 | 115.0 | 10.23 | 113.0 
2 St. 10.23 84.0 
3 St. 10.00 81.0 


3. Uber den Einfluss der Infusion von physiologischer 
Kochsalalésung auf den Blutmilchséurespiegel. 


Um den Hinfluss der Infusion verschiedener Lésungen auf 
den Blutmilchsaurespiegel festzustellen, habe ich physiologische 
Kochsalzlosung in der gleichen Menge wie der zu injizierende 
Zucker dem Kaninchen intraperitoneal injiziert und darauf den 


Blutmilchsaurewert festgestellt. 


Wie Tabelle IV zeigt, ergab sich 


dabei eine leichte Zunahme. Aus diesem Grunde habe ich bei 


TABELLE IV. 


Nummer Nr. 50 6 INeoT Nr. 52 6 
(Korpergewicht) (2.600 kg) (2.520 kg) (2.040 kg) 
ee Mileh- | Blut- | Milch- | Blut- | Mileh- | Blut- 
it at siure | zucker | sure | zucker | sure | zucker 
Vor der Injektion 9.23 98.9 9.38 84.2 9.78 92.6 
1/2 St. 19.29 101.4 20.00 98.3 10.34 101.6 
Le Shs 9.09 98.5 9.47 84.2 10.00 102.4 
Nach der 2 St. 9.38 98.1 9,47 83.0 9.57 28.2 
Injektion | 3 g¢. 923 | og2 | 957 | 836) 9.78 | 925 
4 St. 9,23 98.6 9.67 84.0 9.78 92.8 
Dusts 9.09 98.2 9.47 | 84.5 9.89 92.5 
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allen weiteren Untersuchungen mit den verschiedenen Zucker- 
lésungen, in denen sich eine Zunahme bis zu 20 mg% 30 Minuten 
nach Injektion einstellte, diese auf den Einfluss der Infusion 
zuriickgefihrt. 


IlJ. VERSUCHSERGEBNISSE. 


Vert. hat verschiedene Zuckerarten (Glukose, Fruktose, 
Mannose, Galaktose, Maltose, Laktose, Arabinose und Xylose) 
sowie auch zuckerbildende Substanzen (Sorbit, Glyzerin, Laktat 
und Adrenalin) dem Kaninchen intraperitoneal injiziert und 
darauf zu verschiedenen Zeiten zugleich mit dem Blutzucker auch 
die Blutmilechsaure bestimmt. Die Kurven der erhaltenen beiden 
Werte wurden dann miteinander verglichen, wodurch sich die 
nachstehenden Resultate ergaben: 


A. Verscechiedene Zuckerarten. 
1. Glukose. 


Die Beobachtungen tiber den Blutmilchséure- und Blutzucker- 
wert nach der intraperitonealen Injektion von Glukose sind aus 
der Tabelle V zu ersehen. Es geht daraus hervor, dass die Werte 
fiir die Blutmilchsdure ebenso wie ftir den Blutzucker 30 Minuten 
nach der Glukoseinjektion beide einen Kurvengipfel erreichen. 
Selten erreicht der Blutmilchsiurewert diesen Gipfel erst 1 Stunde 
p. Inj., und in solchen Fallen erreicht auch der Blutzuckerwert 
erst zu diesem Zeitpunkte den Kurvengipfel. Im allgemeinen 
verlauft der Milchsaurewert parallel, mit dem Blutzuckerwert, 
und die Kurvengipfel beider Werte decken sich fast genau. 

In der Mehrzahl der Falle kehrt der Blutmilchsaiurewert 
innerhalb 2 Stunden p. Inj. zur Norm zuriick, und dabei liegt der 
Blutzuckerwert dann “unter 200mg%; d.h. eine Erhohung des 
Blutmilchséurespiegels ist bei einem Blutzuckerwert von iiber 
200 me%c zu beobachten, nicht aber wenn dieser darunter liegt. 


2. Fruktose. 


Ebenso wie im Falle der Glukose stimmen auch bei der 
Fruktose die Kurvengipfel fiir den Blutmilchsaurewert und den 
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TABELLE V, 
Nummer Nr. 53 6 Nr. 54 6 Nr. 56 9 Nr. 57 6 
(K6rpergewicht)} (2.220 kg) (2.100 kg) (2.360 kg) (2.160 kg) 
: 5 % Glukose | 5% Glukose | 10% Glukose | 15 % Glukose 
ee pro kilo pro kilo pro kilo pro kilo 
— ee 20.0 cem 20.0 cem 20.0 ecm 20.0 cem 
% Mileh-| Blut- |Mileh-| Blut- {Mileh-| Blut- |Mileh-| Blut- 
ae ae sfure| zucker |siure| zucker |siure| zucker |sdéure| zucker 
Vor der 9.28] 104.0 | 9.89] 81.0 | 9.39] 103.8 | 9.38} 92.0 
Injektion a ; ss - . s : ; 
1/2 St. | 24.60}; 186.0 |} 25.00} 199.5 | 35.00] 235.4 | 51.49} 318.4 
& 1 St. 15.21} 164.8 | 20.25; 194.6 | 30.50! 230.6 | 39.47| 28234 
~ 
ag 2uSte 9.87] 109.4 9.89 93.8 9.17| 171.2 |.19.07} 206.3 
A 3 St. 10.00} 104.2 9.78 86.5 8.59| 122.4 947) 130.5 
8 4 St. 9.87 97.2 9.67 73.8 9.06} 108.0 9.18 90.0 
rs 
= 5 St. 9.78 93.8 9.89 73.8 8.95} 100.4 9.18 82.8 
s 8 St. 9.78] 70.2 9.09] 86.2 
24 St. 9,89 80.5 9.47 90.5 
Nummer Nr. 58 6 Nr. 59 6 Nr. 60 6 Nr. 62 3 
(K6rpergewicht)} (1.730 kg) (2.030 kg) (2.500 kg) (2.000 kg) 
Intraperitonale 15 % ge 15 % i Ae 15 % ee 15 % Glukose 
Injektion pro kilo pro kilo pro kilo pro kilo 
20.0 eem 20.0 cem 20.0 eem 20.0 eem 
me % Milch-| Blut- |Milch-| Blut- |Mileh-| Blut- |Mileh-| Blut- 
& ‘sdure| zucker |sd#ure| zucker | saure| zucker |sdure| zucker 
Non-dey 9.57| 101.5 | 9.57] 94.8 | 9.67] 108.0 | 10.23| 99.8 
Injektion : : 5 c * ; ‘ 
2 1/2 St. | 69.04] 288.0 | 59.62} 275.0 | 59.04] 309.9 | 41.11] 247.3 
3 LGRt: 29.62) 239.2 | 60.00} 326.7 | 40.00} 307.8 | 20.00] 208.8 
J 2 St. 10.34} 165.6 | 20.25} 280.6 | 10.34] 179.6 9.89} 131.8 
ig 3 St. 10:23) (12332 -| VO.76) 234.4 1 TOA) 205.25) VO ShOds 
3 4 St. 10.00 95.4 9.67; 180.8 9.89} 100.4 9.89 95.2 
] 5 St. 9.38 85.8 | 10.23; 89.8 9:67} 102.6 | 10.00 96.6 
Oo 
io 8 St. 9.18; 87.3 9.78 90.7 9.57] 105.5 | 10.00 98.7 
24 St. 9.38 99.8 9.47 90.3 9.47; 107.0 9.78; 100.2 


i 
| 
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Blutzuckerwert in auffallendem Masse iiberein. 30 Minuten nach 
der Fruktose-Injektion erreichen beide Werte den Gipfel. 

Der Anstieg des Blutmilchsaurespiegels bei 1-3g pro kilo 
Fruktoseinjektion dauert nicht iiber 1 Stunde an, bei 4¢ pro kilo 
Fruktosemjektion dauert er 2 Stunden an, doch nicht dariiber 
hinaus. Im allgemeinen dauert die Hyperglykaimie 3 Stunden an; 
nach 4 oder 5 Stunden tritt ebenso wie nach der Glukoseinjektion 
Hypoglykamie auf. 


3. Mannose. 


Ebenso wie bei den Glukose- und Fruktose-Versuchen fallt 
auch bei den Mannose-Versuchen der Kurvengipfel des Blutmilch- 
sdure- mit dem des Blutzuckerwertes zusammen. 30 Minuten nach 
der Mannoseinjektion erreichen beide Werte den Gipfel der Kurve. 
Im allgemeinen dauert die Zunahme des Milchsaurespiegels nicht 
linger als 1 Stunde nach der Mannoseinjektion an, die Hyper- 
glykamie dagegen etwa 4 Stunden. Ebenso wie bei der Fruktose 
und Glukose ist auch im Falle der Mannose in der Mehrzahl der 
Falle bei einem Blutzuckerwert von unter 200 mg% ein erhohter 
Blutmilchsaurewert nicht zu beobachten. Die betreffs der Mannose 
erzielten Versuchsergebnisse sind in der nachstehenden Tabelle 
zusammengefasst. 


4. Galaktose. 


Die Kurvengipfel fiir die Blutmilehsiure- und Blutzucker- 
werte fallen auch hier zusammen, und zwar wird der Gipfel 30 
Minuten nach der Galaktoseinjektion erreicht. 

Der Milchséureanstieg im Blut dauert nicht linger als 1 
Stunde nach der Galaktoseinjektion an; der Reduktionswert des 
Blutes erreicht auch 5 Stunden nach der Galaktoseinjektion den 
normalen Wert noch nicht wieder; d.h. es ist in diesem Falle die 
hypoglykimisehe Reaktion nach der Zuckerbelastung nicht nach- 
weisbar. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in der Tabelle VIII 
wiedergegeben. 


5. Maltose. 


Der Kurvengipfel des Blutmilchsdurewertes fallt mit dem 
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TaBELLE VI. 
Nummer . 63 6 Nr. 65 6 Nr. 66 6 Nr. 68 
(K6rpergewicht) a 780 kg) (2.270 kg) (2.160 kg) (1.800 Kp) 
: 5% Fruktose |10 % Fruktose |10 % Fruktose |15 % Fruktose. 
Tntraperitoneale ro kilo ro kilo ro kilo ro kilo 
Injektion p Pp p Pp 
20.0 eem 20.0 eem 20.0 eem 20.0 eem 
tek Mileh-| Blut- |Milch-| Blut- |Milch-| Blut- |Mileh-| Blut- 
g/ sdure| zucker | saure| zucker | s{ure| zucker | siure| zucker 
Vor der ‘ 
Injektion 9.89} 109.2 9.87} 108.2 9.67 92 2 9.38 93.6 
1/2 St. | 18.85} 185.2 |°25.00} 297.0 | 30.38] 230.4 | 49.28) 254.6 
& 1 St. 10.00} 142.4 | 19.41} 9255.4 | 29.62] 227.4 | 20.50} 230.4 
— 
a QESts 9.39| 127.4 9.28) 144.0 | 10.34] 169.4 | 10.29} 139:5° 
cl 3 St. 9.17) 111.2 9.50| 121.2 9.87) 143.0 | 10.00 98.2 
S 4 St. 9.62} 102.4 9.28] 109.0 9 47 96.0 9 23 92.0 
co} 
ras 5 St. 9.50 98.2 9.39} 104.2 9.57 820 9.18 89.2 
8 8 St. 9.38| 90.5 | 9.18] 91.5 
24 St. 9 67 92.6 9.57 93.5 
Nummer Nr. 69 3 Nr. 70 6 Nr. 71 3 Nr. 74 6 
(Korpergewicht) (1.860 kg) (2.220 kg) (2.460 kg) (1.780 kg) 
Tutraueritowenia 15 % Fruktose 15 % Fruktose 15 % Fruktose 20 %o Fruktose 
fojeltion pro kilo pro kilo pro kilo pro kilo 
20.0 cem. 20.0 eem 20 0 cem 20.0 eem 
varge 30 Milch-| Blut- |Mileh-| Blut- |Milch-| Blut- [Milch-| Blut- 
g 7o oe oe se oe 
sfure| zucker |sdure| zucker | saure| zucker | sAure| zucker 
Vor der J 
Injektion 9.57} 101.5 9.78 83.0 9.67 99.1. 9.67 95.3 
1/2 St. | 51.49] 239.8 | 52.27] 268.0 | 3895] 246.5 | 59.04] 306.5 
rs 
= 1 St. 41.11} 194.2 | 40.64] 2552 | 20.50) 215.6 | 40.64} 283.0 
a 2 St. 10.23) 1584 | 19.07} 196.0 | 10.23! 146.7 | 29.62} 201.0 
er) 
A | 3 St. 10.00} 122.2 | 10.00} 102.8 9.89} 130.0 9.78| 124.3 
s 4 St. 9.23 98.8 9.57 96.0 9.57| 121.0 9.78 69.4 
= 5 St. 9.18 85.6 9.67 81.2 9.67 96.0 9.67 78.9 
i>) 
i 8 St. 9.23 90.5 9.67 82.5 9.67 98.0 9.47 70.5 
24 St. 9.38 96.4 9.67 84.2 9.78 99.8 9.57 73.2 
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TABELLE VII, 


Nummer Nr. 75 6 Nr. 76 68 Nr. 77 6 
(Kérpergewicht) (1.820 kg) (1.700 kg) (1.920 kg) 


Intraperitoneale (10 % Mannose pro |15 % Mannose pro |15 % Mannose pro 
Injektion kilo 20.0 eem kilo 20.0 ceem kilo 20.0 eem 


Mileh- Blut- Milch- Blut- Milech- Blut- 


mg % sHure zucker saure zucker siure zucker 
Vor der 9.57 120.6 9.89 95.4 | 9.38 108.8 
Injektion 
& 1/2 St. 20.25 181.6 58.73 298.6 39.47 284.4 
a ¥ Se 9.89 156.8 30.00 293.8 29.29 250.2 
Ba 2 St. 9.67 1322 10.23 194.6 10.00 LTT 
3 8 St. 9.47 113.9 10.34 142.4 9.18 143.1 
& : 
> 4 St. 9.23 109.0 10.11 112.8 9.09 115.8 
3 5 St. 9.57 98.2 10.00 84.5 9.09 98.5 
Nummer Nr. 78 6 Nr. 79 6 Nr. 80 3 
(K6rpergewicht) (1.950 kg) (2.120 kg) (1.840 kg) 


Intraperitoneale |15 % Mannose pro |15 % Monnose pro [15 % Mannose pro 
Injektion kilo 20.0 eem ‘kilo 20.0 cem kilo 20.0 cem 


Mileh- Blut- Mileh- Blut- Mileh- Blut- 


mg 7 sdure zucker sdure zucker saure zucker 
Vor der = 
Injektion 9.57 117.8 10.00 81.9 9.38 102.2 
g 1/2 St. 38.38 306.4 29.47 263.5 41.11 263.6 
7 1 St. 19.34 256.8 19.79 246.1 19.52 224.5 
-= 
Ra 2 St. 10.00 173.6 9.78 ASied 10.23 152.2 
= 3 St. 9.57 136.0 9.78 107.9 10.00 121.6 
og 
e 4 St. 9.47 134.4 9.18 82.1 9.23 100.5 
3 5 St. 9.38 94.4 9.18 70.1 9.09 91.0 


Kurvengipfel des Blutzuckerwertes weitgehend zusammen. Die 
beiden Werte erreichen innerhalb 30 Minuten nach der Maltose- 
injektion den Kurvengipfel. 

Die Dauer der Steigerung des Blutmilchsdurewertes erstreckt 
sich nur auf 1-2 Stunden nach der Maltoseinjektion, wihrend der 
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TABELLE VIII, 

Nummer Nr. 81 3 Nr. 82 3 Nr, 83 6 
(Ko6rpergewicht) (1.800 kg) (1.830 kg) (1.820 kg) 
Intraperitoneale [10 % Galaktose pro|l0 % Galaktose projl5 % Galaktose pro 

Injektion kilo 20.0 eem kilo 20.0 ecm kilo 20.0 ecm 

% Milch- Blut- Mileh- Blut- Milch- Blut- 
ee” sdure | zucker | siure | zucker | sdure | zucker 
peor er 9.09 120.0 9.78 95.6 9.78 75.6 

Injektion 
g 1/2 St 20.25 264.8 40.00 242.5 51.53 256.2 
cs 1 St. 19.29 | 263.0 | 19.76 | 230.1 | 3947] 2161 
4 2.8: 10.23 209.0 10.11 200.6 20.00 200.0 
iS 3 St. 10.11 173.2 9.78 162.1 10.34 176.4 
ora 4 St. 9.78 141.2 9.57 130.0 9.78 163.4 

oO 
o 5 St 9.47 130.0 9.38 106.4 9.57 126.5 

Nummer Nr. 84 6 Nr. 84 6 Nr. 86 9 
(Korpergewicht) (2.060 kg) (2.010 kg) (2.150 kg) 
Intraperitoneale |15 % Galuktose proll5 % Galaktose projld % Galaktose pro 

Injektion kilo 20.0 eem kilo 20.0 eem kilo 20.0 cem 

mp. % Mileh- Blut- Milch- Blut- Milch- Blut- 
B-/0 sHure zucker saure zucker sdure zucker 

pereees 10.11 | 1073 | 1023 | 012 | 10.23 | 1013 

Injektion i : = ; = j 
& 1/2 St. 51.49 248.9 o7.238 281.2 41.11 269.5 

~~ 

a Last 29.62 242.3 40.00 237.8 19.29 230.6 
Fi £. St. 19.29 210.1 20.00 182.0 19.07 195.5 
& 3 St. 10.11 149.5 10.34 167.2 10.34 152.2 
Fe 4 St, 9.78 119.5 9.67 148.8 10.00 131.0 
f 5 St. 9.38 115.3 9.57 119.8 9.67 118.2 


Anstieg des Blutreduktionswertes bis zu 4-5 Stunden nach der 
Maltoseinjektion anhalt. Der Blutmilchséiurewert kehrt ferner 
meist schon zu der Zeit zur Norm zuriiek, wo der Blutreduktions- 
wert sich noch um 200mg% bewegt.. Die Ergebnisse dieser 
Versuche sind in der Tabelle IX wiedergegeben : 
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6. Laktose, 


Nach der Laktoseinjektion steigt der Blutreduktionswert 
ebensoschnell an wie bei den anderen bisher genannten 
Zuckerarten; danach tritt dann zwar ein allmihliches Abklingen 
ein, eine hypoglykaémische Reaktion nach der Zuckerbelastung wie 
bei der Glukose und Fruktose ist aber hier nicht zu beobachten. 

Trotz dieses starken Anstiegs des Blutreduktionswertes ist 
dieser nicht von einer Erhohhung des Blutmilchsiurewertes 
begleitet. Es scheint, dass auf die intraperitoneale Injektion von 
Laktose im Blutmilehsiurespiegel keine weitere Verainderung ein 
tritt. 


7. Xylose und Arabinose. 

Im Gegensatz zu dem Anstieg des Blutreduktionswertes ist 
nach der Injektion von Xylose oder Arabinose die Zunahme des 
Blutmilchséureswertes unbedeutend. 

Selbst bei Injektion von Xylose und Arabinose zusammen ist 
noch 5 Stunden p. Inj. keine hypoglykamische Phase nachweisbar. 


B. Zuckerbildende Substanzen. 
1. Glyzerin. 

Dass die Verabreichung von Glyzerin beim Tiere Hypergly- 
kamie zur Folge hat, ist schon vielfach beobachtet worden 
(Voegtlin, Dunn, Thompson, Takeda, Koike u. a.). 
Beziiglich des dabei in Erscheinung tretenden Blutmilchsdure- 
spiegels ist dagegen bisher noch gar nichts bekannt. 

Verf. hat aber gefunden, dass die Kurvengipfel des Blutmileh- 
siurewertes und Blutzuckerwertes nach der intraperitonealen 
Injektion von Glyzerin-in Kaninchen in den meisten Fallen tiber- 
instimment; nur in einzelnen Fallen war eine Abweichung zu 
beobachten. 

Der Blutreduktionswert erreicht meist 2 Stunden nach der 
Glyzerininjektion den Kurvengipfel, in einigen Fallen wird dieser 
Gipfel aber auch erst nach 3 Stunden erreicht. Der Blutmilch- 
sdurewert erreicht den Héhepunkt in den meisten Fallen 2 Stunden 
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126 T. Koike: 
TABELLE XI. 
Nummer Nr. 97 9 Nr. 98 6 Nr. 99 6 Nr. 100 6 
(K6rpergewicht) (1.750 kg) (2.070 kg) (1.950 kg) (2.050 kg) 
= ; 15 % Xylose | 15% Xylose | 15% Xylose | 15% Xylose 
lal foe pro kilo pro kilo pro kilo pro kilo 
_ omestiom | _ 20,0cem = | 200cem =| 20.0'cem 20.0 cem 
% Milch-| Blut- |Milch-| Blut- |Milch-| Blut- |Milch-| Blut- 
mg“ saure| zucker |sdure!| zucker | sAure| zucker | sdure| zucker 
Vor der 9.57; 92.0 | 10.00] 990 | 9.38} 892 | 10.23] 90.5 
Injektion 
& | 1/2 St. | 20.59] 2026 | 30.00} 2750 | 20.38] 262.8 | 19.62) 209.9 
rh 1 St. 9.78| 189.0 | 10.23} 221.7 | 19.07} 2318 | 10.34] 192.6 
~- 
7s 2 St. 9.78} 13860 | 10.23} 189.4 9.89| 182.1 | 10.23] 154.2 
& SEL 9.78} 1136 | 10.23} 170.6 9.57| 135.4 9.89} 128.8 
a 4 St. 9.47) 1022 | 10.23] 148.8 9.47| 125.4 9.57] 121.0 
i>) 
5 5- St. 9.57 98.5 9.78| 119.6 O25 VL 9.47} 120.0 
TABELLE XII. 
Nummer Nr. 101 8 Nr. 102 6 Nr. 103 3 Nr. 104 2 
(K6rpergewicht) (1.860 kg) (1.820 kg) (1.950 kg) (1.920 kg) 
F 15% Arabi- | 15% Arabi- | 15% Arabi- | 15% Arabi- 
Bee SAS She nose pro kilo | nose pro kilo | nose pro kilo | nose pro kilo 
RISECE 20.0 eem 20.0 eem 20.0 eem 20.0 eem 
nee Milch-| Blut- |Milch-) Blut- |Milch-| Blut- |Milch-| Blut- 
80 sdure| zucker |sHure} zucker |sdure}| zucker |sfure! zucker 
Vor der ‘ 
Eajek icon 9.23 UES 9.47 17.2 9,89 99.3 | 10.00 92.6 
| 
3 1/2 St. | 20.00} 283.6 | 20.38| 244.0} 29.62) 295.3 | 20.50) 251.5 
iC 1 St. 10.23] 275.6 | 10.52) -259.8 9.89} 228.9 | 10.59} 220.0 
3 2 St. 9.78; 241.8 | 10.29} 234.4 | 10.00} 190.3 | 10.23) 1389.9 
s 3 St. 10.23] 226.4 | 10.00} 209.6 9.47} 169.7 9 67| 170.2 
a 4 St. 9.47) 260.6" |=10:23') “43i5 9.78) 138.9 9.78| 139.6 
oO 
7 oD St. 967} 108.9 9.47} 109.5 9.67) 118.4 9.89) 120.3 
Ma | 


nach der Glyzerininjektion, in einigen wenigen Fallen aber wird 
dieser Hoihepunkt schon nach 1 Stunde erreicht, in anderen wieder 
erst nach 3 Stunden. 
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Wenn der Blutreduktionswert nach der Glyzerininjektion nach 
anfanglichem Anstieg wieder abfallt, so ist in der Mehrzahl der 
Falle, auch wenn der Blutreduktionswert unter 200 me% fallt, der 
Blutmilchséurewert noch iibernormal hoch. Im _ allgemeinen 
verlaufen zwar die Kurven des Blutmilchsiure- und des Blutreduk- 
tionswertes einander parallel, wenn aber die Hyperglykimie 
abnorm lange andauert, dann dauert auch der Blutmilch- 
sanreanstieg lange an. 

In einigen wenigen Fallen ist noch 8 Stunden nach der Injek- 
tion ein erhohter Blutmilchsiurespiegel zu beobachten, meist aber 
halt der Anstieg nur 4 Stunden an. Die Hyperglykamie dauert 
aber in der Mehrzahl der Falle bis zu 8 Stunden p. Inj. 


_ 2 Sorbit. 

Zuerst hat Kaufmann an Tiere Sorbit (Sionon) verabreicht 
und dabei einen Anstieg des Blutreduktionswertes beobachtet. 
Dann hat auch Sawada (1930) an Tiere Sorbit verabreicht und 
den Anstieg des Blutreduktionswertes beobachtet. Sawada 
erbrachte den experimentellen Nachweis dafiir, dass dieser Anstieg 
auf einer Zunahme des Garungszuckers im Blute beruht und nicht 
auf einer Mobilisation des Glykogens im Tierkérper, und dass das 
Sorbit zur Beseitigung des hypoglykaémischen Komplexes gut 
wirksam ist; weiter fand er auch, dass im Tierkérper Sorbit in 
Glykogen iiberfiihrt und in den Organen und Muskeln auf- — 
gespeichert wird. 

Ich habe an Phlorhizintieren experimentell nachweisen kénnen, 
dass der nach Sorbitgaben im Harn auftretende Zucker aus Ex- 
trastickstoffverbindungen stammt und habe nun _ festzustellen 
gesucht, welche Veranderungen im Blutmilchsdéurespiegel nach der 
Verabreichung von Sorbit auftreten. Dabei habe ich gefunden, 
dass im allgemeinen die Kurven fiir den Blutmilchsdéure- und den 
Blutzuckerwert einander parallel verlaufen und ihre Kurvengipfel 
zusammentallen, 

Diese Kurvengipfel wurden meist 1 Stunde nach der Sorbit- 
injektion erreicht, es kamen aber auch einzelne Falle vor, in denen 
das schon nach 30 Minuten der Fall war. Die Vermehrung der 
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TaBELLE XIII. 

Nummer Nr. 105 8 Nr. 106 6 Nr. 107 6 Nr. 108 3 
(K6rpergewicht) (1.900 kg) (1.920 kg) (1.900 kg) (1.900 kg) 

: 5 15% Glyzerin|15 % Glyzerin|15 % Glyzerin|15 % Glyzerin 
peri er a pro kilo pro kilo pro kilo pro kilo 
SERS 808 cea | a0 cou 20.0 eem 20.0¢cem _ 

% Milch-| Blut- |Mileh-| Blut- |Mileh-| Blut- [Mileh-| Blut- 
me «0 siure| zucker |siure| zucker |sdure| zucker |s&ure| zucker 

Vor der = C = 3 

Fajekiion 9.88 95.0 | 10.39 91.8 | 10.384 85.0 | 10.46 99.5 

a 1 St: 50.62] 251.0 | 41.91], 132.6 | 59.04] 228.8 | 39,47] 209.1 

fe 2 St. 53.25| 305.6 | 40.00] 169.7 | 62.00] 330.2 | 48.59] 213.1 

2 3 St. 55.40} 363.0 | 35.73] 197.2 | 59.99| 322.6 | 30.00} 246.1 

. 4 St. Existus unter] 10.00} 133.6 | 20.00} 313.6 | 30.50} 263.3 

3 5 St. Krampfen. 9.46| 133.3 | 19.52) 260.2 | 30.38] 239.5 

s 8 St. 10.39] 121.0 | 20.00} 159.1 | 20.00! 159.6 

A | 24 St. 9.62| 96.0 | 10.23] 85.1 | 10.34] 97.0 

Nummer Nr. 109 2 Nr. 110 6 Nr: PIs Nr. 112°8 
(Korpergewicht) (2.450 kg) (2.010 kg) (2.400 kg) (2.390 kg) 

‘ 15% Glyzerin|15 % Glyzerin|15 % Glyzerin|15% Glyzerin 
ga da pro kilo pro kilo pro kilo pro kilo 
J 20.0 cem 20.0 eem 20.0 eem 20.0 eem 
= Mileh-| Blut- |Mileh-| Blut- [Mileh-| Blut- [Mileb-| Blut- 
ees sdure| zucker |sdiure| zucker |saure! zucker |saure| zucker 
Vor der . 

Injektion 9.23 96.8 9.89 99.0 9.78 96.2 | 10.23) 121.2 

g 1 St. 19.76] 198.6 | 20.00] 117.4 | 48.59) 145.7 | 62.00] 298.2 

ce 2 St. 48.59| 231.8 | 48.59; 223.0 | 50.38| 237.6 | 58.59) 333.2 

2 3 St. 51.47| 269.8 | 39.52) 153.0 | 30.00} 226.2 | 41.11] 278.2 

ie 4 St. 30.00} 240.0 | 30.38] 125.0 | 19.52} 133.2 | 20.00} 232.8 

3 5 St. 10.11) 169.5 | 20.00) 123.4 | 10.00; 116.3 | 10.34) 158.6 

3 | 8st. | 978| 982 | 9.67] 962 | 9.67] 112.1 | 10.46) 97.4 

A | 24 St. 9.47| 95.9 | 9.57| 92.4 = 93.0 | 10.23} 108.0 


Milechséure im Blut dauerte meist 2-3 Stunden nach der Sorbit- 
injektion an, wahrend die Hyperglykamie gewohnlich 3-4 Stunden 
andauert. Bei den Versuchen mit Hexosen und mit Maltose haben 
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TABELLE XIV. 
Nummer Nr. 115 & Nr. 116 @ Nr. 117 & 
(K6rpergewicht) (2.190 kg) (2.320 kg) (1.870 kg) 
2 10 % Sorbit 15 % Sorbit 15 % Sorbit 
rs a 2 Ls hala pro kilo pro kilo pro. kilo 
J Te, 20.0 ceem __ 20.0 cem 20.0 eem 
mr Mileh- Blut- Mileh- Blut- Milch- Blut- 
gE” sure zucker sdure zucker sdure zucker 
Vor der Injektion 9.47 102.5 9 47 101.6 9.57 7a.4 
qa 
Bat 1/2 St. 39.49 206.0 51.49 231.6 39.27 200.2 
3 1 St. 20.25 174.2 30.00 213.0 40.64 200.6 
4 2 St. 10.23 131.5 19.29 171.4 20.25 127.8 
3 3 St. 9.47 105.5 10.00 118.4 10.23 104.2 
| 4 St. 9.38 102.7 9.23 108.9 9.67 83.0 
vo 
a 5 St. 9.23 100.5 9.47 98.8 9.38 75.8 
Nummer Nr. 118 & Nr. 119 @ Nr. 121 @ 
(K6rpergewicht) (1.950 kg) (1.830 kg) (1.950 kg) 
: 15 % Sorbit 15 % Sorbit 20 % Sorbit 
aie tar itenesle pro kilo pro kilo pro kilo 
J 20.0 ecm 20.0 eem 20.0 eem 
wow Milch- Blut- Mileh- Blut- Mileh- Blut- 
87 saure zucker siure zucker sure zucker 
Vor der Injektion} 10.23 101.3 10.34 91.8 10.34 97.6 
r= 
3 1/2 St. 60.00 232.2 59.04 207.0 d2 27 271.5 
~o 1 St. 62.00 253.2 52.27 205.0 58.13 296.7 
ar) 
B| 2 8t 20.00 . 174.0 29.62 109.8 41,11 200.2 
§ 3 8t. 10.00 115.4 19.29 102.8 30.38 162.5 
oP] 4 St 10.23 119.7 9.78 90.4 10.34 118.6 
i>] 
o 5 Bt: 9.47 89.4 9.57 84.4 10.23 95.5 
7, 


wir gesehen, dass wenn der Blutzuckerwert auf unter 200 mg% 
fiel, der Blutmilchséurewert wieder normal wurde; bei den Sorbit- 
versuchen aber habe ich auch dann, wenn der Blutzuckerwert unter 
150 mg% fiel, nicht selten eine Blutmilchsiurezunahme beobachtet. 
Im Vergleich zu den Hexoseversuchen ist es auffallend, dass im 
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Verhialtnis zum Blutreduktionswert der Blutmilchsiurewert immer 
etwas hoher ist. 


3, Laktate. 

Schon Cecila und Riegel (1927) haben nachgewiesen, dass 
die Laktate im Tierk6érper als zuckerbildende Substanzen anzusehen 
sind. 

Verf. hat Kaninchen 5-20%ige Losungen von Natrium 
lacticum intraperitoneal oder intravenés injiziert und darauf die 
Veranderungen in dem Blutmilchséiure- und Blutzuckerwert 
vergleichend untersucht. Die Ergebnisse finden sich in der Tabelle 
XV zusammengestellt. 


TABELLE XY. 


Nummer Nr. 123 & Nr. 124 & Nr. 125 & Nr. 128 & 
(K6rpergewicht) (1.980 kg) (1.830 kg) (2.250 kg) (1.820 kg) 
5% Natrium |10% Natrium|15% Natrium | 20% Natrium 
Injektions~ lacticum pro | lacticum pro | lacticum pro | lacticum pro 
methode kilo 10.0 cem | kilo 10.0 ccm | kilo 20.0cem | kilo 20.0 cem 
intraven6s intraven6é3 |intraperitoneal) intraven6s 
% Milech-| Blut- |Mileh-| Blut- |Milch-;| Blut- |Milch-| Blut- 
mg 7 sdure| zucker |sdure| zucker |sd&ure| zucker |saure| zucker 
Vor der 9.38| 117.6 | 9.47} 1116 | 9.89] 104.0 | 10.11! 101.0 
Injektion 
g 1/4 St. | 50.73) 117.6 | 77.09) 128.9 |. 225.00} 128.0 
= 1/2 St. | 30.38) 117.6 | 57.23} 129.6 |107.14] 135.6 {100.00} 161.0 
5 LES: 19.29) 117.6 | 19.76] 114.6 |112.40} 151.0 | 77.09] 130.0 
5 2 St. 10.00} 117.6 | 10.11] 105.4 | 70.00} 132.0 | 10.34] 104.7 
S 3..8t. 9.47| 118.6 9.78} 110.4 | 41.11] 122.0 | 10.11] 108.5 
ci 4 St. 9.38] 114.6 9.38| 110.4 | 29.62] 114.1 9.78| 106.6 
A 5 St. 9.38] 114.5 9.47; 110.2 | 19.29! 108.0 9.89} 105.0 


Wie aus der Tabelle XV hervorgeht, ist bei einem hédheren 
Blutmilchsaurewert als 50me% eine Zunahme des Blutzucker- 
wertes nachweisbar; wenn aber der Blutmilchsdurewert unter 
50 mgVo betragt, dann ist diese Zunahme nicht nachweisbar. In 
Fallen mit abnorm hohen Blutmilehsiurewerten, bei z.B. iiber 
7Ome%, ist aber die Zunahme des Blutzuckerwertes keine 
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bedeutende. 
Nach den Ergebnissen dieser Versuche zu urteilen ist die 
Zuckerbildung aus Laktat nur geringfiigig. 


4. Adrenalin. 

Dureh Zuckergaben an Kaninchen wird die Hyperglykimie 
aut exogenem Wege hervorgerufen, durch Adrenalin dagegen 
entsteht die Hyperglykimie auf endogenem Wege; es ist daher 
selbsteverstandlich von vornherein anzunehmen, dass nach der 
Adrenalin-Injektion das Verhaltnis zwischen Blutzucker- und 
Blutmilchsaurewert ein anderes sein muss, als wir es bisher bei 
Zueker oder zuckerbildenden Substanzen beobachtet haben. In 
der Tat finden wir denn auch, wie die Tabelle XVI zeigt, bei 
subkutaner oder intravendser Injektion von Adrenalin deutliche 
Unterschiede in dem gegenseitigen Verhaltnis zwischen Blutmilch- 
sdure- und Blutzuckerwert gegentiber den bei den Versuchen mit 
anderen Zuckerarten bzw. zuckerbildenden Substanzen erhobenen 
Befunden. 

Der Kurvengipfel des Blutmilchsdurespiegels fallt also nicht 
mit dem des Blutreduktionswerts zusammen. Der Blutmilch- 
sdurewert erreicht den Kurvengipfel erst in 3 Stunden nach der 
subkutanen Adrenalininjektion, wihrend der Blutreduktionswert 
ihn schon in 2 Stunden erreicht; dazu setzt noch der Blutmilch- 
sdureanstieg etwas spater ein als die Hyperglykaémie. Deshalb ist 
die Hyperglykamie immer friiher und deutlich ausgepragt, 
wahrend die Erhodhung des Blutmilchsdurespiegels meist noch 
unwesentlich ist. 

Der Blutmilchsiureanstieg hilt wihrend 3-5 Stunden nach 
der subkutanen Adrenalininjektion an, wihrend die Hypergly- 
kaémie in der Mehrzahl.der Falle 8 Stunden oder manchmal auch 
dariiber andauert. 

Ein Vergleich der Adrenalinwirkung gegentiber der der 
verschiedenen genannten Zuckerarten und der tibrigen zucker- 
bildenden Substanzen zeigt, dass im Verhialtnis zu dem Blutreduk- 
tionswert der Blutmilchsaurewert niedriger ist. 


. 
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IV. BerrTrRACHTUNGEN UBER DIE ERGEBNISSE. 


Wir haben aus den Versuchen mit verschiedenen Zuekerarten 
und zuckerbildenden Substanzen die Beziehungen zwischen dem 
Milchsdéurespiegel und der Blutzuckerkurve deutlich erkennen 
kénnen. Unter den verschiedenen Zuckerarten wurde nach der 
intraperitonealen Injektion von Hexosen (Glukose, Fruktose, 
Mannose und Galaktose) und von Maltose eine deutliche Erhéhung 
der Blutmilchséure festgestellt, wogegen diese nach der in- 
traperitonealen Injektion von Laktose und von Pentosen (Xylose 
und Arabinose) nicht zu beobachten war. Nach der Verabreichung 
von Zuckerarten wie Hexose und Maltose sieht man eine deutliche 
Erhohung des Blutmilchsdurewertes, der nach intraperitonealer 
Injektion dieser Zuckerarten schon innerhalb 30 Minuten zugleich 
mit dem Werte des Blutzuckers, den héchsten Punkt der Kurve 
erreicht, um dann allmahlich abzuklingen. 

Beziiglich der Dauer der Hyperglykamie verhielten sich die 
Zuckerarten etwas verschieden. Bei Glukose, Fruktose und 
Mannose folgte auf die 3-4 stiindige hyperglykamische Phase eine 
hypoglykamische. Bei Galaktose und Maltose dauerte die hyper- 
glykamische Phase tiber 4 Stunden an, und noch 5 Stunden nach 
der Zuckergabe wurde der Hintritt der hypoglykamische Phase 
nicht beobachtet. Wenn nun aber auch beziiglich der Dauer der 
Hyperglykémie bei den verschiedenen Zuckerarten Verschieden- 
heiten bestanden, so war doch die Dauer der Erhohung des Blut- 
milchsdurewertes bei ihnen fast bestimmt, d.h. sie dauerte bei 
allen Zuckerarten nicht tiber 1-2 Stunden p. Inj. an. 

Ein Vergleich des Blutmilchséurewertes mit dem Blutzucker- 
werte ergibt, dass bei allen Zuckerarten bei einem Blutzuckerwert 
von iiber 200mg% ein gesteigerter Blutmilchsdurespiegel zu 
beobachten ist, dass dagegen bei einem Blutzuckerwert von unter 
200 mg% der Blutmilchsdurespiegel normal bleibt. 

Bei Verabreichung von solchen zuckerbildenden Substanzen 
wie Sorbit und Glyzerin an Kaninchen zeigte es sich, dass wihrend 
in dem Falle der Verabreichung der Zuckerarten bei einem Blut- 
reduktionswert von unter 200 mg% sich ein Blutmilchsdureanstieg 
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nicht nachweisen liess, nach Sorbit und Glyzerin selbst bei einem 
relativ noch niedrigerem Reduktionswert ebenso wie bei einem 
Blutreduktionswert von 150mg% ein Blutmilchsdureanstieg zu 
beobachten war. Weiter zeigt ein Vergleich des Héhepunktes des 
Blutmilchsiure- und des Blutzuckerwertes, dass der erstere im 
Vergleich zu letzterem bei den zuekerbildenden Substanzen (Sorbit 
und Glyzerin) hdher war als bei den verschiedenen Zuckerarten. 

Bei der Adrenalininjektion handelt es sich um endogene 
Zuckerbildung, daher hier selbstverstindlich andere Verhaltnisse 
vorliegen als bei der exogenen Zuckerbildung nach Zuckergaben 
bzw. Verabfoleung von Sorbit oder Glyzerin. Wéahrend bei 
Verabfolgung der Zuckerarten bzw. des Sorbits oder Glyzerins 
die Kurvengipfel der Werte fiir die Blutmilchsdure und den 
Blutzucker zusammenfielen, wurde bei der Adrenalininjektion 
beobachtet, dass der Kurvengipfel des Blutzuckerwertes friiher 
erreicht wurde als der des Milchsdurewertes; dazu war weiter im 
Verhaltnis zu dem Blutreduktionswerte der Blutmilchsdurewert 
deutlich niedriger. 

Aus dem Verhalten der Blutzuckerkurve und des Milchsaure- 
spiegels im Blut bei der Injektion der Zuckerarten gehen die 
biologischen Higenschaften derselben klar hervor. Da sich bei 
parenteraler Verabreichung der verschiedenen Zuckerarten nur bei 
der Laktose, Xylose und Arabinose eine Erhéhung des Milch- 
sdurewertes nicht feststellen liess, so scheint es ziemlich klar, dass 
deren biologische Eigenschaften von denen der  anderer 
Zuckerarten ganzlich verschieden sind. 

Die Galaktose ist gegentiber den tierischen insulinhypo- 
glykamischen Symptomen ganz wirkungslos, auch der Staubeffekt 
ist negativ, und es ist bei Verabfolgung derselben eine hypogly- 
kamische Phase ebensowenig wie nach Belastung mit Laktose nach- 
weisbar (Sawada, 1933). Die Blutmilchséureproduktion geht 
bei der Galaktose wie bei anderen Hexosen vor sich, wodurch sie 
sich wieder von der Laktose unterscheiden lisst. 

Es wird nun weiter zu entseheiden sein, ob die Zuckerbildung 
aus Glyzerin und Sorbit im lebenden Organismus erst auf dem 
Wege tiber die Milchsdurebildung vor sich geht, sodass diese bei 
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der Zuekerbildung also eine grosse Rolle spielen wiirde, oder ob 
die Spaltung nicht bis zur Bildung von Milchséure vor sich geht. 

Nun haben wir aber bei den Experimenten mit Natrium 
lacticum gesehen, dass die daraus gebildete Zuckermenge eine nur 
geringe ist; auch war die nach Verabfolgung von Glyzerin oder 
Sorbit aus Milchsdure gebildete Zuckermenge ebenfalls nur 
unbedeutend, wobei sich harausgestellt hat, dass die dabei 
entstandene Blutmilchsaure bei der Zuckerbildung im Sorbit- und 
Glyzerintiere keine wesentliche Rolle spielt. 

Borghi, Wierzuchowski und Laniewski fanden, dass 
nach der Verabfolgung von Glukose gleichzeitig mit der Abnahme 
in der Alkalireserve ein Anstieg des Milchsdurewerts stattfand. 
R. Stohr (1932) hat, von dem Gedanken ausgehend, dass die 
durch Verabfolgung von Methylglyoxal, Glyzerinaldehyd und 
Glukose hervorgerufene starke Erhéhung des Blutzuckerwertes auf 
eine Glykogenmobilisierung durch Sdaurewirkung (intermediare 
Bildung von Milchséure) zuriickzufiihren sei, an Ratten Methyl- 
elyoxal, Glyzerinaldehyd und Glukose verfiittert, die Alkalireserve 
im Blut bestimmt und dann gefunden, dass das Absinken der 
Alkalireserve im Blut bei Methylglyoxal und Glyzerinaldehyd 
betriichtlich und auch bei der Glukose vorhanden ist. Er schloss 
deraus, dass die bei der Verabfolgung dieser Substanzen auf- 
tretende BlutzuckerwerterhOhung wahrscheinlich im wesentlichen 
auf eine Glykogenmobilisierung infolge von Saurewirkung 
zuriickzufiihren ist. 

Verf. hat in den Fallen, in denen er an Kaninchen Glyzerin, 
Glukose, Natrium lacticum und Salzséure verabreichte, neben der 
Blutzuckeruntersuchung auch die Alkalireserve des Blutes unter- 
sucht, um einerseits festzustellen, ob durch die verabreichten Mittel 
in der Alkalireserve~im Blut Verdinderungen hervorgerufen 
werden, und andererseits in welchem grade durch das Absinken 
in der Alkalireserve des Blutes nach der Verabfolgung von Séuren 
oder Laktaten an die Tiere der <Anstieg des Blutzuckerwerts 
hervorgerufen wird. 

Wie die Tabelle zeigt, stellte sich bei den Glyzerintieren eine 
betriichtliche Herabsetzung der Alkalireserve im Blut ein, und bei 
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der Verabfolgung von Glukose war dieser Abfall nicht gerade 
unbedeutend, sodass es sich hier scheinbar bei dieser Hypergly- 


TABELLE XVII. 


Nummer 9 
(KGrpergewicht) Nr. 141 & (1.780 kg) Nr. 142 © (1.870 kg) 
Intraperitoneale 15% Glyzerin pro kilo | 15 % Glyzerin pro kilo 
Injektion 20.0 cem 20.0 ecm 
Alkalireserve | Blutzucher | Alkalireserve | Blutzucker 
diy a a Ss ag 
Ng go o |S a a.s naas y|Naas 
vol % Bo s| me % Bsa yol % Baz aime % Boas 
oS 32 DG ee 9% 5.2 935.2 
Vor der | go.5|F Eu] o8.sik Bu] sacs & eal 1005/8 Bae 
. . . No é ° N NO 
Injektion S15 hed ‘és Md fe: ag 
S| 18t. | 424] -181 | 1928] 94.0 | 41.9] -16.7 | 187.8] 87.3 
ad 
ad 
= 278: 41.4 -17.1 | 202.4) 103.6 45.3} -18.3 | 232.0) 131.5 
| 
i 3 St. 34.7 -25.8 | 274.2) 175.4 29.0| -29.6 | 265.6] 165.1 
o 
ie 4 St. 37.6 -22.9 | 239.0) 140.2 33.8| -24.8 | 240.1] 139.6 
i>) 
5 5 St. 41.4 -19:1 | 205.6} 106.8 33.8} -24.8 | 200.2 98.7. 
Nummer 
(Kérpergewieh) Nr. 143 @ (2.000 kg) Nr. 146 @ (1.970 kg) 
Intraperitoneale 15 % Glyzerin pro kilo 15% Glyzerin pro kilo 
Injektion 20.0 eem 20.0 ecm 
Alkalireserve Blutzucker Alkalireserve | Blutzucker 
da 0 os a 
i>) fs) | [S) = S) =I 
vol %|8 8.2 -S|mg %| 8 83.3) vol ¥| 8 8,9-Sime ¥| 8 83-8 
gEAg/S "| paeg|" eee g"™ eB eeg 
ne Se . oO, _ ive. ad AY ee Sy aeee: 
Vor der Here is Hee Fe ks ae Poe Hee 
iaiekilon 69.1 |AR 123.0/4 & Psy 45.7\5 8 ae 98.215 8 be: 
cass) alas) eres _bs 
& SSE. 62.4 -6.7 | 176.2 53.2 38.1 -7.6 | 287.8] 189.6 
aS 
ad 
2 2St: 43.3 -25.8 | 185.9 62.6 26.4| -19.3 | 297.4} 199.2 
d 
< 3 St. 50.0 -19.1 | 156.2 33.2 26.4| -19.3 | 331.8] 233.6 
Oo 
y 4 St. 39.0 -30.1 | 173.4 00.4 22.1). -13.6 | 289.2 91.0 
(>) 
7, 5 St. 48.1 =21.0 | 152-4 29.4 34.3| -11.4 | 286.4} 188.2 
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TABELLE XVIII, 


PO crimson AM Nr. 147 & (1.860 kg) Nr. 148 @ (1.970 kg) 
Intraperitoneale| 15% Glukose pro kilo | 159% Glukose pro kilo 
Injektion 20.0 eem 20.0 eem ~~ 
Alkalireserve | Blutzucker | Alkalireserve | Blutzucker 
a a a ol, = 
vol 6/3 3.25 [me % page vol % pase mg % 2382 
Bo oO 1 rg) me | ee 
eater eae E oi Lagenls Ba Bl eangloe cobeaegle Ea 
Injektion : mee : Paes, j et Fat : oo oF 
= 1/2 St. 39.3| “-13°2 | 320.0) 212.0.) 34.8j- =11.4 |377.4) 279.4 
z aSt: 35.9| =12.6 | 341.0] 233.0 26.8} =-18.9 | 390.2] 292.2 
a 2 St. 37.2| -11.3 | 183,0 75.0 34.3] -11.4 | 376.5] 278.5 
Ss 3 St. 41.9 -6.6 | 117.0 9.0 39.0 -6.7 | 263.3} 165.3 
s 4 St. 57.0 8.5 | 100.0 -8.0 43.8 -1.9 | 170.8 72.8 
Z, dD St. 64.5 16.0 96.0} ~12.0 46.6 0.9 95.0 -3.0 
Pee NE Nr. 149 @ (1.900 kg) Nr. 150 & (2.000 kg) 
Intraperitoneale 15 % Glukose pro kilo 15 % Glukose pro kilo 
Injektion |_ 20.0 eem 20.0 cem 
Alkalireserve | Blutzueker | Alkalireserve | Blutzucker 
a a - a 
vol % sas8 mg % gg 2 8 vol % 3525 mg % sae 
oe a | : a, 
Wordlet walt eee matt ‘2 Re: °2 rosoltE ce 
ppiskiion Plies tele (epee 1 tees 
» 1/2 St. 38.5 -4.8 | 353.9] 257.1 31.9} -16.2 | 380.2} 274.2 
Z iy Sts 29.0; -14.3 | 359.6} 262.8 33.5 -9.6 | 368.0} 252.0 
2 2st. | 385] -48 | 2636] 1668 | 33.8] -14.3 | 276.8) 170.8 
& | 3 St. 40.4{ -3.1 | 176.9] 80.1 | 31.9} -162 | 188.2] 82.2 
8 4 St. 46.2 2.9 | 124.1 27.3 31.9} -16.2 39.8 29.8 
z Do St. 51.0 ff 94.0 ees) 43.3 -4.8 a. 0 
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TABELLE XX, 
Nummer K : 
(karceievichi) Nr. 159 & (1.960 kg) Nr. 160 & (2.000 kg) 
Belastungs- | 0.25% HOl. pro kilo 20.0 ccm] 0.3 % HCl. pro kilo 20.0 eem 
methode _|__intraperitoneale Injektion intraperitoneale Injektion 
Alkalireserve Blutzucker | Alkalireserve | Blutzucker 
ag] aoe a ten a ae 
L>) [>] (>) o 
Ng 3.S Yo |S a 3.9 Na 3.0 Nae. 
vol gee mes Bezel 68 se %i6 S25 
HF © & 3.2 =|0 85.2 oe 2% 3.2 
Heo FD Hea PS dea FD fen BD 
Bad at 8.5/5 ERA) 14lG EES] sorlReeS| o72\R Eee 
ieihos So Pd bd _ ed 
te 1/2 St. 24.0| -24.5 | 101.8 10.4 24,9} =30.2 | 105.8 8.6 
8 
£ INvSt: 23:01 -25.5. | 119.2 27.8 24.9; -30.2 | 134.6 37.4 
a 
z 2 St. 21.0} -27.5 | 122.4 31.0 31.5) =2336 | 145.8 48.6 
s 3 St. 24.0| -24.5 | 140.8 49.4 24,.9| -30.2 | 144.2 47.0 
3 4 St. 24.9| -23.6 | 128.2 36.6 26.8} =28.3 | 131-7 34.5 
A 5 St. 25.8| -22.7 | 109.8 18.4 22.1). —33.0. |.119.1 21.9 
Nummer - : 
(Kérpergewieht) Nr. 162 @ (2.000 kg) Nr. 164 & (2.080 kg) 
Belastungs- 0.5 % HCl. pro kilo 20.0 cem | 1.0% HCl. pro kilo 20.0 cem 
methode intraperitoneale Jnjektion per os 
Alkalireserve | Blutzucker | Alkalireserve | Blutzucker 
EE gg ae lsade 
vol % | 8 2,8-8]mg %|8 §,9-8] vol 4/8 8.9 Bimg %| 8 6.9 3 
es OS aa ee o9 35 ons 
HA BOD Wen BO Hy - 2 Heo = o 
nigenene s15|R 244] 14lR ee 4] c2.9/8 Eel 1008/8 xe 
Sieur: Ded Dd Prd _ Pd 
1/2 St. 11.7| -35.8 99.1 det 28.7| -23.5 | 109.8 9.0 
Z 1 St. 13.6| -33.9 | 126.8 35.4 23.0] -29.2 | 116.6 15.8 
3 a 
mit pt 17.4| -30.1 | 133.6] 42.2 | 26.8| -25.4 | 92.4] -8.4 
oO 
Al ast. | 24.0] -23.5 | 122.4] 31.0 | 17.4] -348 | 81.8] -19.0 
oO 
feigh PER 19.2] -28.3 | 116.0] 24.6 | 14.5] -37.7 | 80.9] -19.9 
.] 
iz 5 St 21.0| -26.5 | 109.5 18.1 12.6] -39.6 78.9) 21.9 
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kiimie um die Wirkung von Sidureiiberschuss infolge des Absinkens 
der Alkalireserve handelt. Andererseits zeigt der Zusammenhang 
zwisehen den Fallen yon Salzséure- und Laktatinjektion beztiglich 
des Zusammenhanges zwischen Alkalireserve und Hyperglykamie, 
dass bei der Salzséureinjektion das Absinken der Alkalireserve noch 
stirker ist als bei der Glyzerininjektion, und dass nach der Laktat- 
injektion eine ziemlich deutliche Abnahme der Alkalireserve im 
Blut nachweisbar war, wahrend die Hyperglykamie gar nicht 
bedeutend war. Aus diesen Resultaten geht nun allerdings hervor, 
dass die durch Séurewirkung auftretende Hyperglykamie nicht 
bedeutend ist. Demnach ist klar, dass der betrichtliche Anstieg 
des Blutzuckers nach der Verabfolgung von Glyzerin und Sorbit 
im wesentlichen nicht auf eine Glykogenmobilisierung infolge von 
Saurewirkung zuriickgefiihrt werden kann. Wenn wir dagegen 
die Falle betrachten, in denen durch Injektion von HC] eine leichte 
Erhohung des Blutzuckers und ein starkes Absinken der Alkali- 
reserve im Blute beobachtet wurde, so kénnen wir schlechterdings 
nicht annehmen, dass bei der Glyzerin-bzw. Sorbithyperglykamie 
diese Sdéurewirkung ganz ohne Einfluss sei. 


V. ZUSAMMENFASSUNG. 


Die Ergebnisse der vorliegenden Versuche fasse ich ganz kurz 
wie folet zusammen : 

1. Die intraperitoneale Verabfolgung verschiedener Zucker- 
arten, wie Laktose, Arabinose und Xylose, an Kaninchen verur- 
sachte keinen Anstieg des Blutmilchsdurespiegels; hingegen wurde 
der Anstieg nach der intraperitonealen Injektion von Hexosen 
(Glukose, Fruktose, Mannose und Galaktose) sowie Maltose in 
betrachtlichem Masse erreicht. 

2. Kin Vergleich zwischen dem Blutmilchsiurespiegel und 
der Blutzuckerkurve nach Verabfolgung der einen hédheren Blut- 
milechsdurespiegel verursachenden Injektion von Hexosen oder 
Maltose ergab einen Unterschied zwischen den verschiedenen 
Zuckerarten bzgl. der Dauer der hervorgerufenen Hyperglykamie. 
Die Hyperglykamie nach der Injektion von Galaktose und Maltose 
dauerte im Vergleich zu der nach der Injektion anderer 
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Zuckerarten (Glukose, Fruktose und Mannose) léinger an. Die 
Dauer des erhéhten Milchsiurespiegels ist aber fiir die einzelnen 
Zuckerarten fast bestimmt und betrigt ca. 1-2 Stunden, auch ist 
ein erhdhter Blutmilchsiurespiegel nach LEinverleibung von 
verschiedenen Zuckerarten nur bei einem Blutzuckerwert von tiber 
200 mg% zu konstatieren. 

Bei allen Zuckerarten fallen die Kurvengipfel des Blutzucker- 
und des Blutmilchséurewertes fast genau zusammen, 

3. Das Verhalten zwischen Blutzuckerkurve und Blutmilch- 
sdurekurve ist bei Verabfolgung von Sorbit oder Glyzerin anders 
als bei den anderen genannten Zuckerarten; d.h. nach der Errei- 
ehung des Kurvengipfels des Blutmilchsdure- und des Blutzucker- 
wertes ist bei den mit Sorbit bzw. Glyzerin behandelten Tieren 
gegeniiber den Tieren, die mit anderen Zuckerarten behandelt 
wurden, bei einer relativ niedrigeren Blutreduktionswerterhéhung 
als bei der nach anderen Zuckerarten, und zwar bei einem Wert 
unterhalb 200mg%, noch ein hoherer Blutmilchséiurewert zu 
beobachten, und bei einem Vergleich der Versuche mit Sorbit und 
Glyzerin mit denen mit anderen Zuckerarten und Adrenalin 
tritt ein Blutmilchsdurewert auf, der hoher ist als der Blutreduk- 
tionswert. 

4. Nach der Adrenalininjektion ist das Verhalten der 
Blutzucker- und der Blutmilchséurewertkurve anders als bei den 
Zuckerarten und dem Sorbit oder Glyzerin. Wéahrend bei diesen 
die Kurvengipfel auffallend zusammenfallen, geht bei den 
Adrenalintieren der Kurvengipfel des Blutzuckerwertes dem des 
Blutmilchsiurewertes voran. Es ist weiter auffallend, dass im 
Verhaltnis zu dem Blutreduktionswert der Blutmilchsdurewert im 
Vergleich mit den anderen Versuchen bei der Adrenalin-Injektion 
deutlich niedriger ist. - 

5. Nach der Laktat Injektion nimmt der Blutmilchsiurewert 
deutlich zu, aber der Anstieg des Blutzuckerwertes ist nur 
unbedeutend. Auf Grund dieser Ergebnisse miissen wir anneh- 
men, dass die durch die Sorbit- oder Glyzeringaben entstehende 
Milchsiure an der Zuckerbildung nur in unbedeutendem Masse 
beteiligt ist, und dass die dadurch entstandene Milchsaure gegen 
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iiber der Hyperglykimie bei den Versuchen mit Sorbit und 
Glyzerin nur von untergeordneter Bedeutung ist. 

6. Um zu entscheiden, ob die durch verschiedene Zuckerarten 
oder durch Sorbit oder Glyzerin hervorgerufene Hyperglykamie 
nicht etwa durch die Glykogenmobilisierung durch Saéurewirkung 
(intermediaére Bildung von Milchsiure durch Zucker, Sorbit oder 
Glyzerin) entstanden ist, habe ich einerseits bei Tieren, denen 
Glukose bzw. Glyzerin verabfolgt wurde, und andererseits bei 
Tieren, denen Salzséure bzw. Laktat einverleibt wurde, die Alkali- 
reserve im Blut bestimmt und dabei festgestellt, dass die Saure- 
wirkung in keinem Falle eine wesentliche Rolle spielt. 

Es ist mir eine angenehme Pfiicht, meinem hochverehrten 
Lehrer, Herrn Dr. Takeda, fiir seine giitigste Unterstiitzung und 
Herrn Prof. Dr. Kotake (Universitat zu Osaka) ftir freundliche 
Ratschlige und Durchsicht dieses Manuskriptes meinen aller- 
herzlichsten Dank auszusprechen. 
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UNTERSUCHUNGEN UBER ELEKTRISCHE 
ERSCHEINUNGEN AN DER HORNHAUDT. 


I. Mitteilung: 


Die Potentialdifferenz der Hornhaut gegen 
Elektrolytlosungen. 


Von 


KATSUZO HAYASHI, 


(Aus dem Biochem. Laboratorium und der Augenklinik der 
medizinischen Fakultaét zu Nagoya, Japan.) 


(Hingegangen am 20. August 1933) 


Seit Emil du Bois-Reymond, der sein Lebenswerk der 
Erforschung der Bioelektrizitét in dem Glauben widmete, dass 
Elektrizitat und Leben ganz eng zusammenhangen, so dass diese 
Forschungsrichtung wichtige Fortschritte in der Aufklérung der 
Konstitution des lebenden Gewebes bringen wiirde, wurde die 
Frage der tierischen Elektrizitat von vielen Autoren energisch 
erforscht. 

Was den Augapfel betrifft, so ist es auch schon seit langem 
bekannt, dass dieser, sei es unverletzt in situ, oder frisch isoliert, 
dauernd der Sitz des Bestandpotentials ist, das am Wirbeltierauge 
regelmassig eine soleche Richtung hat, dass die Hornhaut sich 
positiv gegentiber dem Fundus verhalt, d.h. der Strom fliesst im 
fusseren Schliessungskreis von der Hornhaut zum Fundus, und im 
Innern des Auges von dem Fundus zur Hornhaut. 

Uber die Entstehung des Bestandpotentials des Auges wurden 
bisher verschiedene Vorstellungen gedussert. Kiihne und Steiner, 
die bei Versuchen mit isoliertem Froschbulbus und der Froschnetz- 
haut fanden, dass jeder Punkt der Nervenfaserschicht sich positiv 
gegen jeden Punkt der Stabchen-Zapfenschicht verhalt, nehmen 
an, dass die in den verschiedenen Kornerschichten gelegenen 
Netzhautganglienzellen nach Unterbrechung des Blutkreislaufs 
sehr schnell absterben, und halten es fiir denkbar, dass der Bestand- 
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strom zum Teil ein Langsquerschnittsstrom der Nervenfaserschicht 
sei, wobei sie die abgestorbene Ganglienzellenschicht als chemischen 
Querschnitt auffassen. Waller betrachtet den Bestandstrom des 
isolierten Froschbulbus als einen Alterationsstrom, hervorgerufen 
durch die unvermeidlichen mechanischen Insulte beim Praparicren. 
Dies passt jedoch nicht zu den Angaben anderer Autoren, dass auch 
in situ unter méglichst normalen Bedingungen untersuchte Augen 
eine zum Teil langdauernde Konstanz des Bestandstroms zeigen. 
Der Bestandstrom des Auges ist nach Nagel kein Demarkations- 
strom. Er fasst ihn als eine Art Aktionsstrom auf. Garten 
schreibt: “Die Tatsache, dass dauernd im Auge ein nach aussen 
ableitbarer Strom besteht, was ja bekanntlich weder an Muskeln 
noch Nerven der Fall ist, fiihrte mich zu folgendem Vergleich: wie 
die zahlreichen EHinsenkungen der dusseren Haut, die wir als 
Hautdriisen bezeichnen, stets, auch im sogenannten Ruhezustand 
einen einsteigenden Strom liefern, so ware auch bei der Netzhaut 
das Neuroepithel im Grunde noch als ein Stiick freie Oberflache 
des Ectoderms anzusehen, das normalerweise ebenfalls einen 
einsteigenden Strom lieferte”. Beuchelt untersuchte die Wirkung 
verschiedener Ionen auf das Bestandpotential der Augen von 
getoteten Froschen. Er erhielt das Resultat, dass Ringerlésung, 
NaCl und LiCl ein mehr oder minder stark negatives Bestand- 
potential bewirkten, wahrend die iibrigen Liésungen von KCl, 
CaCly, BaCle und Mg Cl. die positiven Werte des Bestandpotentials 
annehmen, und kommt, indem er seine eigenen Ergebnisse mit 
den von Orbeli und Schwartz mit den gleichen Lésungen an 
Froschhautstromen erhaltenen vergleicht, zu dem Schluss, dass der 
Augenstrom eine weitgehende Ubereinstimmung mit dem Haut- 
driisenstrom zeigt. Diese Schlussfolgerung hat aber noch keine 
Zustimmung gefunden. 

Nach diesen Untersuchungen sind alle Augenstréme in der 
Netzhaut lokalisiert. Abweichend von diesem Grundsatz steht 
allein die Annahme, die Lehmann und Meesmann auf Grund 
ihrer Versuche tiber ein zwischen Blut und Kammerwasser beste- 
hendes Donnanpotential angestellt haben. Diese Autoren identi- 
fizieren das von ihnen gemessene Donnanpotential mit dem Bestand- 
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potential des Auges, und meinen, dass das Bestandpotential mit 
der Netzhaut nichts zu tun hat. Das Zustandekommen des Don- 
nanpotentials zwischen Blut und Kammerwasser wird von Dieter 
bestiitigt, von Gaedertz und Wittgenstein aber bestritten. 
Immerhin ist die Beziehung des Donnanpotentials zu dem Bestand- 
potential des Auges noch nicht experimentell geklart. A. Kohl- 
rausch meint, dass das Bestandpotential des Auges nicht einheit- 
lich zu deuten sei, und dass es sich méglicherweise aus mehreren 
zum Teil entgegengesetzten Hinzelpotentialen zusammensetze, von 
denen eins das Donnanpotential zwischen Kammerwasser und Blut 
sein koénnte. 

Um das komplizierte Bestandpotential des Auges — wie K ohl- 
rausch glaubt — zu begreifen, scheint es mir notwendig, schritt- 
weise, vom Einfacheren zum Komplizierten iibergehend, zu unter- 
suchen. Der Zweck dieser Mitteilung ist, die elektrischen 
Erscheinungen und besonders das Membranpotential der Hornhaut 
zu erforschen, und so einen Anhaltspunkt fiir die Erklarung des 
Augenbestandstroms zu finden. 

Zuniachst sollen die Untersuchungen iiber die Potentialdifferenz 
der Hornhaut gegen Elektrolytlésungen besprochen werden. 


VERSUCHSMATERIAL UND VERSUCHSMETHODIK. 


Als Versuchsmaterial dienten Rinderaugapfel, die sofort 
nach dem Schlachten enukliert und so schnell wie méglich zur 
Untersuchung benutzt wurden. 

Die Versuchsanordnung war die folgende (Fig 1): Ein U- 
formiges Glasgefiss, welches aus 2 Zylindergefassen “B” und “C” 
und aus einem sie verbindenden Rohrehen “D” besteht, wird mit 
einer Elektrolytlosung gefiillt. Ein Augapfel “A” wird, mit nach 
unten gerichteter Hornhaut, auf das Zylindergefiss “B” auf- 
gesetzt, und ein kleiner Bezirk der Hornhaut von etwa 1 em Durch- 
messer wird mit der Elektrolytlésung in Beriihrung gebracht. 
Oben an dem hinteren Pol des Augapfels wird ein kreisférmiges 
Stiick der Bulbuswand entfernt. In den Glaskérper wird ein 
Glasheber ‘‘H’’ getaucht, welcher mit KCl gesattigter 3%iger 
Agargallert gefiillt ist. Ein anderer mit KCl gesittigter Agar- 
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Fig. 1. 


heber ‘‘H’’ befindet sich in der Elektrolytlésung, und zwar in dem 
Zylindergeféss ‘‘C’’. Diese Ableitung hat den Zweck alle 
Diffusionspotentiale zu vernichten, mit Ausnahme des Potential- 
unterschiedes der Hornhaut gegen die Elektrolytlosung. Das eine 
Ende der Glasheber ist nach oben gebogen und etwas trichterformig 
erweitert. Diese Erweiterung ist frei von Agar, und in die Spitze 
des Trichterchens werden vor der Benutzung einige Kristalle KCl 
eingefiillt; dann wird vorsichtig der eine Glasheber in die Lésung 
und der andere in den Glaskoérper eingetaucht. In den Trichtern 
entsteht alsbald eine mit KCl gesidttigte Losung der Elektrolyt- 
losung bzw. des Glaskorpers. Dies dank dem von Michaelis und 
Fujita beschriebenen Verfahren, das den Zweck hat, noch vor- 
handene Diffusionspotentiale zwischen der gesittigten KCl-Lésung 
in Agar und den angrenzenden wissrigen Loésungen méglichst 
vollstandig zu vernichten. Durch die Aufbiegung des trichter- 
formigen Endes wird verhindert, dass die schwere KCl-Lésung in 
die Loésung bzw. intraokulare Fliissigkeit heruntersinkt und die 
Grenzflache gegen die Hornhaut verunreinigt. Die Agarheber 
“EH”, “H’” tauchen andererseits in die Gefisse “K”, “K’”, welche 
gesattigte wassrige KCl-Lésungen enthalten, und von hier wird 
das Potential beiderseits durch mit KCl gesattigte Kalomelektroden 
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abgeleitet. Das Potential wird mittels des Kompensationsver- 
fahrens nach Du Bois-Reymond und Poggendorff gemessen. 
Als Nullinstrument diente ein Kapillarelektrometer. Wir messen 
somit den Potentialunterschied des Glaskérpers gegen die fussere 
Elektrolytlésung in dem Glassgefisse. Die Elektrolytlosungen 
werden einerseits in Form von Chloriden variierter Kationen und 
andererseits in Form von Kaliumsalz variierter Anionen ange- 
wendet. Der Konzentrationsbereich erstreckt sich in der Regel 
von 1,0n bis 0,001n; in vereinzelten Fallen wurde diese Grenze 
uibersechritten. In Anbetracht der Autolyse habe ich die einzelnen 
Versuche nicht zu lange ausgedehnt, langstens 2 Stunden lang. 
Ferner benutzte ich, da das Hornhautgewebe leicht durch Salz- 
lésungen verunreinigt wird oder Liasionen bekommen kann, eine 
Hornhaut meistens nur zu einer Messung. Deshalb war es notig, 
aus Messungen mehrerer Hornhaute den Mittelwert zu ziehen und 
von ihm aus die Wirkungen einer ganzen Reihe von Salzen zu 
vergleichen. 


Dirt POTENTIALDIFFERENZ DER HORNHAUT GEGEN DIE 
AUGENINNENFLUSSIGKEIT. 


Bevor wir die elektromotorische Kraft der Hornhaut gegen 
Elektrolytl6sungen durch die angegebene Methode messen, miissen 
wir erforschen, ob es tiberhaupt Potentialdifferenzen zwischen 
Hornhaut, Kammerwasser und Glaskoérper gibt. Mit den folgenden 
Versuchsmethoden wurden deshalb die Potentialdifferenzen des 
Glaskorpers gegen die Hornhaut und gegen die Vorderkammer 
gemessen. Die Ableitung erfolgte bei der Hornhaut durch ein 
mit gesdttigter KCl-Lésung gefiilltes Zylindergefaiss und beim 
Glaskérper mittels eines KCl-Agarhebers. Zur Messung der elek- 
tromotorischen Kraft der Vorderkammer gegen den Glaskérper 
wurde eine besondere Apparatur wie in der beistehenden Skizze 
(Fig. 2) verwendet. “B” und “C” sind KCl-Agarheber, die ein 
spitzes Ende haben, und von denen der eine in die Vorderkammer 
und der andere in den Glaskérper gesteckt wird. “D” ist die 
Unterlage des Augapfels, die aus einem Glasring mit drei Beinen 
besteht. Die Einstellung der Potentiale war ziemlich schnell und 
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bestandig. Die gefundenen Werte sind in 
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Fig. 2. 


den Tabellen I und II 


zusammengestellt; die Werte bedeuten Millivolt und beziehen sich 
auf Glaskorper bzw. Vorderkammer. 


Potentialdifferenz zwischen Glaskérper und Kammerwasser. 
Das Vorzeichen bezieht sich auf den Glaskorper. 


TABELLE I. 


Zeit der Mes- 


Augapfel ~ 


sung nach der 
Ansetzung. 1 2 3 4 5 
Sofort 0.2 0.5 0 1.5 -—02 

1’ 1.3 
2! 0.5 0 0 
3 1.0 
4! 0 
5! 0.3 0.2 0 0.8 

10’ 0.3 0.2 0 0.7 0 

16, 0.3 0.2 

20’ 0.2 

25' 
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TABELLE IT. 
Potentialdifferenz zwischen Glaskérper und Hornhaut. 
Das Vorzeichen bezieht sich auf den Glaskérper. 


Zeit der Augapfel 
Messung nach a ; . — 
Ansetzung i" 3 3 4 
Sofort =2.5 =2.5 —1.0 

V 0.8 
2" —0.7 
3! 2 0.7 
a —1.5 
5! —0.5 -0.5 

10’ —0.0 =O 9p 0.7 

15! —0.2 0.5 —0.5 

20' 0.6 

25' 


Aus den Tabellen geht deutlich hervor, dass diese Werte inner- 
halb der Fehlergrenze Null sind, und hieraus kann man schliessen, 
dass keine entschiedene Potentialdifferenz zwischen den oben 
genannten Teilen des Auges vorhanden ist. 


DER ZEITLICHE VERLAUF DER ELEKTROMOTORISCHEN KRAFT. 


Negel hat bemerkt, dass die EMK bei isolierten Netzhauten 
von Warmbliitern sehr schnell sinkt, langsamer bei den Froschnetz- 
hauten und viel langsamer an isolierten ganzen Froschaugen, die 
nach seinen Angaben noch nach vielen Stunden nicht stromlos sind. 
Waller und Westerlund stimmen nach ihren Versuchen am 
isolierten Froschauge darin tiberein, dass das Bestandpotential sehr 
schnell sinkt. Nach Kiihne und Steiner ist aber das Bestand- 
potential des isolierten Froschauges so bestandig, dass eine Umkehr 
nur ausnahmsweise vorkommt. Vollig intakte Augen in situ 
zeichnen sich durch grossere Konstanz des Bestandpotentials aus; 
doch kommt auch hier langsames Absinken und Ansteigen vor 
(Brosea und Kohlrausch). Die Verschiedenheit der Resultate 
bei isolierten Augen ist wohl auf Unterschiede der Versuchsbedin- 
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gungen und Praparate zuriickzufiihren. Hashida hat durch Ver- 
suche mit Froschhaut, die im Bau eine gewisse Ahnlichkeit mit 
Hornhaut hat, die zeitliche Veranderlichkeit ausfiihrlich erforscht 
und dabei 2 Typen unterschieden: Der erste Typus, den man bei 
kleineren Konzentrationen der Ableitungsfliissigkeit findet, ist 
dadurch charakterisiert, dass die EMK anfangs mit grosserer, und 
dann mit immer geringer werdender Geschwindigkeit allmahlich 
zunimmt, und nachdem sie ihren Maximalwert erreicht hat, wieder 
anfangs mit grdsserer, spdter mit kleinerer Geschwindigkeit 
abnimmt, um endlich ihren endgiiltigen Wert zu erreichen. Den 
Verlauf vom zweiten Typus nennt er Falle, in denen die EMK 
anfangs mit sehr grosser Geschwindigkeit schnell den Maximalwert 
erreicht, und dann im umgekehrten Sinn wie beim ersten Typus 
verlauft. Der II. Typus tritt erst bei grésseren Konzentrationen 
zutage. 
Meine Ergebnisse sind folgende: 


Fig. 3. 


Bei 0.001 n KCl-Losung sieht man, wie Fig. 3 zeigt, haufig im 
Beginn des Versuches einen Aufstieg der Potentiale, der nach der 
Maximumbildung allmahlich absinkt, um endlich einen quasista- 
tioniren Zustand zu erreichen. Dieser wird meistens erst 50 bis 
60 Minuten nach dem Beginn erreicht, zuweilen aber sogar nach 
100 Minuten noch nicht. Die Kurven von 0.01n KCl-Lésung 
zeigen anfangs etwas steile, dann langsame Verminderung der 
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Fig. 4. 


0 10520, S040" (50° 60? © “FOT "80 90 Min, 


EMK bis zum Gleichgewicht, welches sich nach etwa 40 Minuten 
einstellt und bis zu 100 Minuten, wo die Messung abgebrochen 
wurde, keine merkliche Schwankung aufweist. Die EMK gelangt 
bei 0.1n KCl-Lésung ziemlich schnell bis zum Gleichgewichts- 
zustand und zeigt bei 1.0n Léosung fast keine zeitliche 
Veranderung. NaCl, LiCl, NH,4Cl, RbCl, BaClsz, AIClz3, KNOs, 
KBr, KgFe CNg und KiFe CNg verhalten sich im grossen und 
ganzen ahnlich wie KCl, abgesehen von den einzelnen absoluten 
Werten der EMK. Bei 0.1 n CuCle-Liésung zeigt die Potentialkurve 
Sechwankungen im Sinne des ersten Typus nach Hashida und bei 
1.0 n CuCl,-Lésung bemerkt man entweder den zweiten Typus nach 
Hashida oder eine zuerst schnelle und dann langsame Steigerung 
des Potentials bis zum quasistationéren Zustande. Am auffallend- 
sten sind die zeitlichen Veranderungen bei 0.0001 n Lésung von 
HCl und 0.001 n Lésung von NaOH. Die Differenz zwischen dem 
Anfangs- und dem endgiiltigen Wert der Potentiale betraigt hier 
um je circa 40 MV und 60 MV. 

Soweit meine Versuche zeigen, kann man im allgemeinen 
sagen, dass die zeitlichen Veranderungen der EMK _ sowie in- 
dividuelle Verschiedenheiten je nach der Konzentration der Elek- 
trolytlésung verschieden sind. Sie sind im allgemeinen in 
verdiinnten Lésungen bedeutend, dagegen in konzentrierten gering. 
Die zwei Typen von EMK-Kurven nach Hashida sind wirklich 
beobachtet worden, doch nicht gesetzmassig, und es gibt auch Fille, 
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mY Fig. 5. 


0 10 20) 380) 40 50 -wBO—CiD—s BO—Cs“«*#BD—sd100)S Min. 


in denen dauerndes Absteigen oder keine Verainderung des 
Potentials stattfindet. 


[ONENWIRKUNGEN AUF DIE EMK prr Hornuwauvt. 
(Hierzu Tabelle III). 


a). Bei 0,001 n Lésungen von Alkalichloriden und Kaliumsal- 
zen von einwertigen Anionen sind die positiven Werte der EMK 
in bezug auf die Lésungen, wenn diese sofort nach dem Ansetzen 
gemessen werden, ziemlich gross (40-45 Millivolt), nehmen mit der 
Zeit ab und stellen sich im quasistationéren Zustande auf das 
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TABELLE III. 

Potentialunterschied der Hornhaut gegen Elektrolytlésungen im 
quasistationaren Zustande..Mittelwert aus mehreren 
Messungen. Eingeklammerte Zahlen zeigen die 
Anfangswerte der Potentiale, 


sities Konzentration in Aequivalentnormal 
Elektrolyte 1.0 0.1 oo. | ooo 
LiCl 10.0 4.0 (25.0) 14.0 (42.0) 17.5 
NaCl 4.0 2.0 (25.0) 12.0 (45.0) 17.5 
KCl — 160 0.0 (25.0) 15.0 (43.0) 24.0 
RbCl 4.5 (22.0) 10.0 
NH:Cl —4.0 —5.0 (20.0) 12.0 (40.0) 27.5 
BaCle 15.0 3.5 4.5 (23.0) 15.0 
CaCl 19.0 5.0 65 (28.0) 25.0 
CuCl: 26.0 6.0 (18.0) 0. (40.0) 26.0 
AlCls 28.0 12.0 (26.0)-12.0 | (40.0) —50 
HCl (—26)—18.0 (—22)—28.0 \(—13.0)—25.0 
; ((0.0001 (38.0)—5.0)) 
KBr —3.0 ~5.5 15:6 (44.0) 26.0 
KNOs —8.0 —4.0 (220) 10.0 
KSCN =7.0 —2.0 (20.0) 10.0 (44.0) 24.0 
K:SO, —14.0 —8.0 (16.0) 0.0 (40.0) 15.0 
K:zFeCys —26.0 —10.0 (20.0) 14.0 (15.0) 24.0 
K.iFeCy — 30.0 —12.0 (20.0) 12.0 (40.0) 20.0 


NaOH 14.0 (38.0) 16.0 (65.0) 18.0 


Potential von 30-20 Millivolt ein. Das Verhalten bei Chloriden 
zweiwertiger Kationen ist aber etwas anders. Bei Chloriden vom 
zweiwertigen Ba und Ca sind die erst gemessenen Werte etwas 
kleiner als bei sonstigen, doch mag das zufallig sein. Das Chlorid 
vom dreiwertigen Al zeigt anfangs auch ein positives Potential 
von 40-30 Millivolt, dann schnelles Absteigen und zuletzt die 
Umkehrung des Vorzeichens. Auffallend ist es, dass HCl von 
Anfang an ein negatives Potential zeigt. Erst in der Konzentra- 
tion von 0,0001 n hat HCl das positive Potential von 40-30 Milli- 
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volt, welehes aber auch endlich ins Negativ umschligt. (Siehe 
Fig. 5). 

b). Bei 0,01n Loésungen von Alkalichloriden und Kaiium- 
salzen einwertiger Anionen betragen die EMKK meist im Beginn 
der Messung ca. 20 und im quasistationéren Zustande 15-12 Milli- 
volt. Bei CuCl. und K.SO,4 sind die EMKK im Gleichgewicht=0, 
wihrend sie bei BaClz und CaCl, von Anfang bis zum Ende einen 
ziemlich konstanten Wert, von ca. 5 Millivolt, behalten. AICl; ist 
hier auch negativierend, und die EMK betrégt —12 Millivolt im 
quasistationaéren Zustande. Noch starker negativierend ist HCl. 
Der Anfangswert betriagt —22 und der Gleichgewichtswert —28 
Millivolt. Die Kaliumsalze von FeCy,” und FeCy.s” verhalten 
sich ganz in demselben Sinne wie binare einwertige Neutralsalze. 
Auffallig sind dagegen bei 0,01 n NaOH das ungewohnlich schnelle 
Absteigen und die darauf folgende Bestandigkeit der Potentiale im 
Betrag von ea. 15 Millivolt. (Siehe Fig. 6). 

Mit Versuchen an den Potentialen der Hornhaute mit 
verdiinnten Elektrolytlosungen kann man also den speziellen Ein- 
fluss aller Ionen nicht feststellen, mit Ausnahme der H- und Al- 
Tonen. 

c). Bei der Konzentration von 0,ln zeigen NH, und Rb 
negative Potentiale, wahrend K Null und Na und Li positive 
Potentiale zeigen. Auf Grund dieses Versuches (s. Tabelle III) 
lassen sich die einwertigen Alkalikationen nach abnehmendem 
Potentiale in folgender Reihe ordnen: 

Li>Na>K> Rb (>) NHg 

Dabei bedeutet das Zeichen “(>)” einen kleinen, eventuell nur 
durch Zufalligkeiten bedingten Unterschied der Potentiale und 
“>” einen deutilchen Unterschied. Dieses Resultat zeigt eine 
vollkommene Ubereinstimmung mit der Hofmeisterschen Ionen- 
reihe. Die Chloride der zweiwertigen Kationen Ba, Ca und Cu 
produzieren hodhere positive Potentiale, und am héchsten Al Cs. 
Wenn man Anionen mit dem gemeinsamen Kation K variiert, so 
ist das Potential bei der Konzentration von 0,1 n iiberall negativ, 
ausschliesslich der OH-Ionen. Die Reihenfolge nach steigender 
Negativierung ist folgende: 
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SeN’ (<) (NO3’ (<) Br’ < SO.” < FeCye” (<) Fe Cye”” 
Hieraus sieht man also, dass das negative Potential mit steigender 
Wertigkeit zunimmt. Ganz anders yerhalten sich die OH-Ionen, 
welche ein entschieden positives Potential zeigen. Fiir meine 
Versuche wurden OH-Ionen immer in der Form von NaOH benutzt. 
Die Differenz zwischen K und Na ist jedoch immer gering. 

d). Bei 1,0n Elektrolytlésungen sind die EMKK im wesent- 
lichen gleichsinnig mit den bei 0,1 n beobachteten, und die Gréssen- 
differenz der EMKK bei beiden Konzentrationen ist meistens nicht 
bedeutend. Bemerkenswert ist, dass die Potentiale bei KC] und 
NH,Cl negativ und die bei Li und Na positiv sind. Bei Ca, Ba 
und Cu sind die Potentiale viel positiver als bei 0,ln, am 
auffallendsten bei Al. Beim letzteren betragt der Wert ungefahr 
30 Millivolt. Bei den einwertigen Anionen Br, NOs und SCN sind 
auch, wie bei 0,1n Lésungen, keine merklichen Unterschiede zu 
konstatieren. Bei SO”, Fe Cys” und FeCy,.”” nehmen die nega- 
tiven Potentiale mit steigender Wertigkeit bedeutend zu. K2.SO, 
—15 Millivolt, F3;Fe Cy, —26 Millivolt und KyFe Cyg —30 Milli- 
volt. Wegen zu starker Aetzung wurden bei HC] und NaOH die 
1.0n Lésungen nicht angewendet. 

Diese Beobachtungen k6énnen folgendermassen zusammen- 
gefasst werden: Bei geringeren Konzentrationen (0,001 n, 0,01 n) 
sieht man keine sichere Reihe der Jonenwirkungen und nur bei 
starkeren Konzentrationen (0,ln, 1,0n) die spezielle Wirkung 
aller Ionen auf die Potentiale. Die Ionenwirkung, wenn sie sich 
iiberhaupt bemerkbar macht, ist derart, dass die positivierende der 
Kationen im allgemeinen mit steigender Wertigkeit auch zunimmt, 
und iiberdies eine Ubereinstimmung mit der Hof meister-Spiro- 
schen Ionenreihe erkennbar ist. Als Ausnahmen verhalten sich H- 
und OH-Ionen. 


KONZENTRATIONSEFFEKT, 


Die Potentialdifferenzen der Hornhaut gegen Elektrolyt- 
lésungen wurden bisher nur in folgender Kette gemessen: 
Elektrode |, Elektrolytlésung |, Hornhaut |; Augeninnen- 


“ 


fliissigkeit ls Elektrode. In dieser Kette kann bei der Identitit 
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der Blektroden durch diese keine Potentialdifferenz entstehen, 
ebensowenig zwischen Elektrode und Elektrolytlésungen (1) bzw. 
Augeninnenfliissigkeit (4).: Die Benutzung von KCl-Agarheber 
und das Einsehalten von KCl-Kristallen vernichten die etwa 
vorhandenen Diffusionspotentiale. Ferner ist es schon erwiesen, 
dass die Potentialdifferenz zwischen der Hornhaut und der 
Augeninnenfliissigkeit (3) praktisch vernachlassigt werden kann. 
Allein die Beriihrung der Hornhaut mit der Elektrolytlésung (2) 
ist fiir die Entstehung des Stromes verantwortlich. 

Die Differenz zweier solcher Messungen ergibt eine elektro- 
motorische Kraft folgender Anordnung: 

Hlektrode | Lésung I |2 Hornhaut-Augeninnenfliissigkeit-Hornhaut 
|s Losung II |, Elektrode. 

Die dritte Spalte kann einfach als Hornhaut beschrieben 
werden, wenn man annimmt, dass die Hornhaut beiderseits 
symmetrisch mit Epithelien bekleidet sei. 

Hierbei sind alle Fehler ausgeschaltet, die durch die Ungleich- 
missigkeit der Elektroden oder des Gewebes entstehen kénnen. 
Die elektromotorische Kraft ist ausschlisslich an den Beriihrungs- 
stellen der Hornhaut mit den Lésungen I und II, also bei 2 und 3 
lokalisiert. 

Wenn man als beiderseitige Beriihrungsfliissigkeiten eine 
Hlektrolytlosung von verschiedenen Konzentrationen wihlt, also 
konzentrierte Elektrolytlésung | Gewebe | verdiinnte Loésung 
desselben Elektrolytes, so gelangt man zu interessanten Resultaten, 
die die Ursachen der elektromotorischen Kraft der Gewebsketten 
weiter aufklaren kénnten. Diesen Effekt verschieden konzentrierter 
Losungen desselben Salzes nennt Beutner den ‘‘elektromotori- 
schen Konzentrationseffekt’’ an Geweben. 

Wenn die Nernstsche Silbersalzkonzentrationskette 

Ag | Konzentr. AgNO3-Lisung—Verdiinnte AgNO 3-Lisung | Ag 

in verinderter Reihenfolge angeordnet wird, nimlich mit einem 
Stiick Silber zwischen zwei verschieden konzentrierten AgNO3- 
Losungen : 

Verdiinnte AgNO3-Lésung | Ag | Konzentr. AgNO3-Liésung 
so ist diese vergleichbar mit der Kette 
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Verd. Salzlésung | Gewebe | Konzentr. Lésung desselben Salzes. 
Angenommen, dass das Kation allen drei Phasen gemeinsam 
ist, und die Konzentrationen der beiden Salzlésungen C; und Cz 
sind, so wird die elektromotorische Kraft E nach Nernstscher 
Formel gezeigt : 


wo R=Gaskonstante, 7=absolute Temperatur, n=Valenz der 
Ionen, F =das Faradaysche Aquivalent, d.h. die Strommenge, die 
ein Grammaquivalent elektrolytisch zersetzen kann. 

Falls das Anion dem Gewebe und den Ldésungsphasen 
gemeinsam ist, wird diese Kette in bezug aut Anionen umkehrbar, 
und auch das Vorzeichen der elektromotorischen Kraft wird 
umgekehrt. 

Wenn das Verhaltnis der Konzentrationen beider Lésungen 
10: 1 ist, sollte sich nach der Nernstschen Formel bei der Silber- 
salzkette ein Konzentrationseffekt von 0,058 Volt — oder besser, 
mit Berticksichtigung der Aktivitéten, noch etwas kleiner — 
erwarten lassen. 

Aus solehen Gedankenfolgen wurden aus der Tabelle III die 
Konzentrationseffekte an der Hornhaut, d.h. die Differenzen der 
Potentialen von zwei Lésungen eines Salzes, deren Konzentrationen 
sich wie 10:1 verhalten, berechnet. Tabelle IV stellt diese 
Ergebnisse dar. Die zweite Kolumne enthalt die Konzentrations- 
effekte der beiden Losungen 0,01 n:0,001 n, wo man bemerkt, dass 
alle angegebenen Werte gleiche Richtung haben, d.h. dass die 
verdiinnteren Loésungen iberall positiver als die konzentrierten 
sind. Dies stimmt mit dem von MacDonald an Kaltbliiternerven 
konstatierten und ebenso mit dem von Beutner an Pflanzen- 
geweben erhaltenen Resultat iiberein. Bei der Konzentrations- 
kette 0,01n:0,1n bemerkt man dagegen, dass die Richtung der 
Konzentrationswirkung im quasistationaéren Zustande umgekehrt 
ist bei CuCle, AIC]; und HCl. Der Konzentrationseffekt von 
1,0n:0,1n, der im der vierten Kolumne angegeben ist, zeigt diese 
Umkehrung noch auffallender und umfangreicher. 
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TABELLE IV. 
Konzentrationseffekte, die aus der Tabelle III berechnet 
wurden, und Membraneffekte. 


Konzentrationseffekt. Diffusions- | Membran- 


Lavoe. | ——_ — potential. effekt. 
0.01: 0.001 | 0.1: 0.01 Oi 0:2 (0.1: 0.01) | (0.1: 0.01) 
LiCl Bhs 10.0 —6.0 —18.8 28.8 
NaCl 5.0 10.0 —2.0 —11:6 21.6 
KCl 9.0 15.0 10 —0.4 15.4 
RbCl 14.5 — 0.67 15.2 
NH.Cl 15.5 17.0 —1.0 
BaCh: 10.5 1.0 —11.5 - 18.3 19.3 
CaCle 18.5 1.5 ==1490 —19.9 21.4 
CuCls 26.0 —6.0 20:0 —11.0 5.0 
AlCl 7.0 —24.0 —16.0 —28.7 4.7 
HCl 3.0 —10.0 38.0 —480 
KBr 10.0 —215 —2.5 —1.06 22.6 
KNO 14.0 4.0 1,4 12.6 
KSCN 24.0 12.0 5.0 0.7 1.3, 
K28O. 15.0 14.0 6.0 13.4 0.6 
KsFeCys 10.0 24.0 16.0 22.0 2.0 
KiFeCye 8.0 24.0 18:0 
NaOH 2.0 20 —34.6 36.6 


Alle Chloride von variierten Kationen zeigen die Negativierung 
der verdiinnteren Lésung, abgesehen von KCl. Bei Kaliumsalzen 
von variierten Anionen sieht man meistens einen positiven Kon- 
zentrationseffekt, welcher bei einwertigen Anionen klein und bei 
mehrwertigen Anionen grésser ist. Eine Ausnahme ist KBr, bei 
dem eine Negativierung der verdiinnteren Liésung eintritt, doch 
innerhalb der Fehlergrenze. 


MEMBRANEFFEKT. 


Wenn zwei wassrige Losungen verschiedener Konzentration 
ein und desselben Elektrolytes sich direkt beriihren, so entstehen 


an dieser Kontaktstelle sogenannte Diffusionspotentiale, die auf 
Grund der Ionentheorie von Nernst erklart und folgendermassen 
berechnet werden kénnen: 


U v 


#2:0,058 4 jog 2 
U Uv Cy» 


4 


wo wu und v die Wanderungsgeschwindigkeiten des Kations 
und Anions, a und f die Wertigkeiten des Kations und 
Anions, C; und Ce, die Konzentrationen der beiden 
Lésung bedeuten. 
Da K und Cl fast gleiche Wanderungsgeschwindigkeit haben, ergibt 
sich aus der obigen Formel, dass verschieden konzentrierte KCl- 
Lésungen bei freier Diffusion kein messbares Diffusionspotential 
ergeben. Wenn sich aber zwischen zwei KCl]-Lésungen verschie- 
dener Konzentration eine Membran, z. B. in unserem Falle 
Hornhaut, befindet, so erhalt man eine Potentialdifferenz, die bei 
KCl 0,1 n: 0,01 n ungefahr 15 Millivolt betrigt (Tabelle IV). Dies 
ist em Beweis dafiir, dass die Wirkung der Membran fiir die 
Entstehung der Potentiale verantwortlich ist. 

Wenn wir nun die Konzentrationseffekte mit den freien 
Diffusionspotentialen vergleichen, so bemerken wir, dass die 
ersteren im Vergleich zu den letzteren in manchen Fallen positiver 
sind. 

Die Differenz zwischen den beiden ist aber bei den verschie- 
denen Elektrolyten nicht gleich. Diesen Untersechied wollen wir 
den Membraneffekt nennen. Tabelle IV enthalt diese Resultate. 
(Die hier gegebenen Diffusionspotentiale wurden nach der oben 
angegebenen Formel_berechnet. Die Wanderungsgeschwindig- 
keiten der Ionen stammen aus den Werten nach Kohlrausch fiir 
18°C.). 

Die Variation der Kationen bei gleichem Anion zeigt folgendes: 
Die Chloride der Alkalimetalle und der Erdalkalimetalle geben 
simtheh ziemlich deutlichen positiven Membraneffekt von fast 
eleicher Grossenordnung (15-25 Millivolt). Bei den Chloriden der 
Schwermetalle Cu und Al, bei denen die Konzentrationseffekte 
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schon ins Negativ umschlagen, sind die Membraneffekte auch 
auffallend klein, praktisch fast null. Das H-Ion in Form von HCl 
verhalt sich aber ganz anders. Bei ihm kehrt sich der Membran- 
effekt entschieden ins Negativ um. Wenn wir die Kaliumsalze der 
verschiedenen Anionen miteinander vergleichen, so ist der Mem- 
braneffekt bei einwertigen grésser als bei mehrwertigen. Bei SO,” 
und Fe Cy,” ist der Effekt praktisch null. Besonders hervor- 
zuheben ist zuletzt das OH-Ion in Form von NaOH, welches stark 
positivierenden Membraneffekt zeigt. 

Die Deutung dieser Membraneffekte ist die folgende: Wenn 
der Konzentrationseffekt positiver als das Diffusionspotential steht, 
also wenn sich ein positiver Membraneffekt zeigt wie bei den Neu- 
tralsalzen, so kann die Deutung nur sein, dass die Beweglichkeit 
der Anionen innerhalb der Membran sich im Vergleich zu der der 
Kationen und im Vergleich zur freien Diffusion relativ verkleinert. 
Dagegen ist die Umkehrung der Membraneffekte, d.h. eine 
Negativierung der verdiinnteren Loésung im Vergleich zur freien 
Diffusion darauf zurtickzufiihren, dass die Kationen hier umgekehrt 
relativ langsamer in die Membran wandern als bei der freien 
Diffusion. Das, worauf diese Umkehrung beruht, hangt wahr- 
scheinlich von der elektrischen Ladung der Membran ab. Ich 
werde diese Frage ausfiihrlicher in einer der folgenden Mittei- 
lungen behandeln. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Rinderhornhaut tibt bei den Alkalichloriden und Erdal- 
kalichloriden einen positivierenden Einfluss auf das Potential der 
verdiinnteren Losung einer Diffusionskette aus. 

2. Bei Chloriden vom zweiwertigen Cu und dreiwertigen Al 
wird der Effekt der Membran fast bis auf Null herabgedriickt. 

3. Ist das Kation das H-Ion, so wird der Membraneffekt stark 
negativiert, 

4. Kaliumsalze von SCN, NO3 und Br erhalten dureh die 
Hornhaut positivierenden Effekt, und NaOH einen noch viel 
starkeren. 

5. Handelt es sich um das zweiwertige Anion SO4” und das 


Elektrische Erscheinungen an der Hornhaut.—I. 163 


, 


dreiwertige Anion FeCy,” 
Null. 


, so ist der Membraneffekt meist gleich 
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UNTERSUCHUNGEN UBER ELEKTRISCHE 
ERSCHEINUNGEN AN DER HORNHADT. 
II. Mitteilung: 


Fortgesetzte Untersuchungen iiber Potentiale 
an der Hornhaut. 


Von 


KATSUZO HAYASHI, 


(Aus dem biochemischen Laboratorium und der Augenklinik 
der medizinischen Fakultaét zu Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 20. August 1933) 


I. Versuche mit isolierten, frischen Hornhéuten. 


In der vorigen Mitteilung wurde die elektromotorische Kraft 
der Rinderhornhaut nur in der Kette von 


Elektrode mit Elektrolyt- | Hornhaut mit | Elektrode mit 
gesatt. KCl lésung Augeninnen- gesatt. KCl 
; fliissigkeit 


untersucht, und die Membraneffekte daraus berechnet. Welches 
ware nun das Ergebnis, wenn wir die Anordnung der Kette in der 
Weise modifizierten, dass die isolierte frische Membran beiderseits 
mit verschieden konzentrierten Losungen eines und desselben Elek- 
trolyten sich beriihrt? Namlich: 


Elektrode mit | Elektrolyt- | Hornhaut | Elektrolyt- | Elektrode 
gesitt. KCl losung I losung IT mit gesatt. 
KCl, 


Diese Art von Untersuchungen der Membranpotentiale haben wir 
friiher in den Modellversuchen mit Kollodiummembran u.s.w. 
benutzt. 

Die Versuchsmethodik ist folgende: Eine sorfaltig heraus- 
geschnittene Rinderhornhaut wird iiber die untere Offnung eines 
zylindrischen Glasgefasses, die Epithelseite nach aussen gerichtet, 
gespannt; der tiberstehende Teil der Hornhaut wird nach oben 
umgeschlagen und mit Baumwollzwirn fest angeschniirt, und dabei 
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noch existierende Liickchen zwischen Membran und Gefassende mit 
Paraffin fest verschlossen. Um eine Beschédigung der Hornhaut 
moglichst zu vermeiden, ist es ratsam, diese beim Festbinden nicht 
zu straff zu spannen. Die Membran schliesst’das Gefiss so wasser- 
dicht ab, dass in beliebig langer Zeit daraus kein einziger Tropfen 
quillt, wenn es innen mit Fliissigkeit gefiillt und aussen Luft ist. 
Man muss sich vorstellen, dass es infolge der Kapillaritat wasser- 
dicht schliesst, da eine ziemlich schnelle Diffusion geléster Sub- 
stanzen eintritt, wenn aussen sich eine wassrige Lésung befindet. 
Die innere Flache der Membran wird mit konzentrierterer Losung, 
die fussere mit einer verdiinnteren Lésung leicht abgespiilt, und 
nach dem Hinfiillen der konzentrierteren Liésung in das Priaparat 
wird das ganze in die verdiinntere Loésung eingetaucht. Die beiden 
Lésungen werden mit zwei KCl-Agarhebern nach den mit KCl 
gesittigten Kalomelelektroden abgeleitet. Das Potential wurde 
mit Hilfe des Kompensationsverfahrens in gewissen zeitlichen 
Intervallen (gewohnlich 5 Minuten) gemessen. Die ausfiihrliche 
Beschreibung der Anordnungen und besonders der Vernichtung 
der Diffusionspotentiale ist dieselbe, die ich schon in der vorigen 
Mitteilung gegeben habe. Das Konzentrationsverhaltnis der beiden 
Lésungen war 10:1, gewéhnlich in 0,1 und 0,01 Aquivalentnormal. 

Das Potential stellte sich verschieden schnell, aber meistens 
innerhalb 15 bis 30 Minuten ein. Das schon erreichte quasista- 
tiondre Potential halt sich ziemlich lange konstant, ja sogar 1 bis 2 
Stunden lang, und zeigt erst dann Neigung sich allma&hlich wieder 
zu vermindern. 

Zunachst sei die zeitliche Verinderung der Potentiale ange- 
geben (Tabelle V). Aus dieser Tabelle sieht man zunichst, dass 
die zeitliche Anderung der Potentiale individuell etwas verschieden 
ist. Aber die erhaltenen konstanten Werte (quasistationdre 
Potentiale), die 15 bis 30 Minuten nach der Ansetzung zum Hin- 
stellen kommen, stimmen ziemlich gut iiberein: naémlich bei den 
Ketten von 0,01:0,001n sind die Potentiale ungefaihr 18,0 Milli- 
volt, bei den Ketten von 0,1:0,01n ea. 12,0 Millivolt und bei den 
Ketten von 1,0: 0,1 n ea. 2,5 Millivolt. 

Da das Diffusionspotential zweier KCl-Lésungen von ver- 
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TABELLE V. 
Zeitliche Aenderung der Membranpotentiale. 


Zeit der | KCl 0,01 n: 0,001 n KCl 1,0 n: 0,1 n KC11,0n: 0,1 n - 
Ablesung 
nach An- Mem- 


setzung nia II III IV Vv VI Ix 
sofort 20,0] 26,5 20,3 |0.17,0 | 145 4,0 
5! 19,0 | 20,5 | 17,5 | 19,0] 15,5 | 13,0 3,0 
10’ 19,0 | 180] 19,0 | 18,5 | 15,0] 12,0 2,5 
15’ 195 | 465: 1954" 17,0 | 14,4 120 2,5 
20' 195 | 15,0 | 20:7 | 16,0 | 14,0 | 120 2,5 
25" 14250 sh9.5i 4155 | 13:7 | 12:0 

30’ 16,0 | 17,0 | 14,0] 13,5 

35’ 17:5) \\" 17,05). 13,5 | 13,5 

40’ 18014-1704), 13;0'-|--13.5 

45! 18.04 17,0 | 125 | 13,5 

50’ 18,0 11,5 

55” 18,0 11,6 

60’ 11,0 

65! 11,0 

70’ 11,0 


schiedenen Konzentrationen praktisch null ist, so kann man hier 
eine Membranwirkung sicher annehmen. 

Die zweite Versuchsreihe (Tabelle VI) soll zeigen, wie die 
zeitliche Umkehrbarkeit der Membranpotentiale sich zeigt. Diese 
wurde mittels KCl-Lésungen untersucht. Bei einer und derselben 
Hornhaut wurde einmal das Konzentrationsverhaltnis der Beriih- 
rungsfliissigkeiten von verdiinnteren Lésungen tiber konzentrierte 
und von diesen wieder zu verdiinnteren variiert, und andererseits 
wurde diese Reihenfolge etwas modifiziert, wie aus der Tabelle 
hervorgeht. Die Reversierbarkeit der Membranpotentiale ist, wie 
ersichtlich, recht befriedigend. 

Vergleichen wir die in dieser Weise mit verschiedenen Elek- 
trolytlisungen erhaltenen Potentiale mit den entsprechenden 
Diffusionspotentialen, so finden wir, dass der Sinn der Membran- 
effekte im grossen und ganzen derselbe wie der der vorher mit der 
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TABELLE VI. 


Reversierbarkeit der Membranpotentiale an frischer Rinderhornhaut. 


Art der Elektrolyte | Monzentrationsverhiltnis EMK in Millivolt 
0,01 : 0,001 17,0 
0,1 : 0,01 8,0 
KCl 10:0, 25 
0,1 : 0,01 9,5 
0,01 : 0,001 19,0 
0,1 : 0,01 13,5 
0,01 : 0,001 18,0 
KCl eebeati 2,5 
0,01 : 0,001 21,0 
0,1 : 0,01 12,0 


Augapfelmethode erhaltenen Membraneffekte ist. Der Membran- 
effekt ist nimlich durchweg positiv, mit Ausnahme von AICl; und 
HCl, bei denen er entschieden ins Negative umschlagt (Tabelle 
VIL). Man erkennt ferner, dass das Potential, im Bereich der 
verwendeten Elektrolyten, um so positiver ist, je geringer die 
Elektrolytkonzentrationen sind. 

Es scheint dennoch nicht ganz zutreffend, die in dieser 
Versuchsanordnung mit isolierter Hornhaut erreichten Resultate 
gleich mit den durch die Augapfelmethode erreichten zu iden- 
tifizieren, weil die Hornhaut weder ganz homogen, noch beiderseits 
ganz symmetrisch gebaut ist. Vereinzelt wurden also . die 
Messungen in umgekehrter Anordnung ausgefiihrt, indem man 
die innere, endotheliale Seite mit verdiinnter Lésung und die 
aussere, epitheliale Seite mit konzentrierter Lésung sich beriihren 
liess. Hierbei zeigte sich jedoch kein besonderer Unterschied, 
obwohl ihn die gerichtete Permeabilitét, die vielfach von 
Mestrezat, Fischer u.a. angegeben wird, erwarten liess. In 
der Tabelle sind diese Werte in Klammern gesetzt. 
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TaBELLE VII. 
Membranpotentiale an isolierten, frischen Rinderhornhiuten. 
Die in Klammern gesetzten Werte beziehen sich auf 
die diinnere Losung. 


Konzentrations- 
Art der verhiltnis F nea é Diffusions-| Membran- 
Elektrolyte EMK in Normalitat |Mittel potential| effekt. 
Innen : Aussen 

0,01 : 0,001 | 19,518,0 21,017,019,0| 19,0 

KCl 0,1 : 0,01 11,013,512,0 8,0 9,5) 12,8 0,4 12,4 
19 v0.3 2,8 2,5 2,5 2,6 
(0,01 : 0,1) (8,0 10,5) 
0,01 : 0,001 | 25,0 20,0 

NH.Cl 0,1 : 0,01 6,5 9,5 7-8 8,0 -0,67 8,7 
VO. |) 04. 2,5 2,5 25 
0,01 : 0,001 | 14,5 16,7 15,6 

CaCl Ove s OOF -7,0 -6.0 -6,5 -19,9 13,4 
40 3,01 ~19,0 -18,0 -18,5 
(0,01 : 0,1) (-7,5 -7,0) 
0,01 : 0,001 | 36 20 

MgCl: 0,1 : 0,01 -8,5 -11,9 -9,5 -9,7 -22,5 12,8 
LO 2 8t -21,0 

BaCk O11 = 0,01 -10,8 -7,0 -5,0 -7,6 -18,3 10,6 
(0,01 : 0,1) (-7,0) 
0,01 : 0,001 | 32,0 33,0 

KJ OL: OL 22,0, 11,0 13,5 12.0 14,6 -0,84 15,3 
LOY yO. -1,0 

AICls OF: 0,01 -35,0 -30,5 

HCl OA : 0,01 ~ | -6,5 -7,5 -7,0 38,0 ~45,0 


(0,01 : 0,1) (-5,0 -5,5) 


Il. Versuche mit isolierten, formolisierten 
Hornhdauten. 
Die Hornhaut hat im physiologischen Zustande einen ziemlich 
grossen Wassergehalt, naémlich ca. 76% (His und Leber). Sie 
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ist also im normalen Zustande schon gequollen. Uberdies ist sie 
weiter quellbar, nicht nur in Wasser oder sehr verdiinnten, sondern 
auch in konzentrierten Salzlésungen. Uber den Zusammenhang 
von Quellung und Permeabilitatsverhaltnis der Hornhaut liegt von 
KE. P. Fischer eine schone Arbeit vor. Nach ihm, der die Durch- 
lissigkeit an Chlorionen untersuchte, verliert die Hornhaut die 


TABELLE VIII. 
Reversierbarkeit der Membranpotentiale an 
formolisierten Rinderhornhiuten. 


errs Konzentrations- EMK in Millivolt. 
Elektrolyte eat I. Messun Il. M III. M 
jo 5 £ & essung e essung 
1,0 :0,1 2,0 3,0 
0,1 : 0,01 8,5 9,0 11,0 
ee 0,01 : 0,001 16,5 18,0 24.0 
0,1 : 0,01 8,7 10,0 11,5 
1,0 :0,1 1,5 3,3 3,5 
10; sod -3,7 
0,1 : 0,01 3,2 2,0 
NaCl 0,01 : 0,001 13,0 13,0 
0,1 : 0,01 3,5 3,7 
10 : 0,1 -2,7 ~ <3 
0,01 : 0,001 17,0 
0,1 : 0,01 -3,0 
LiCl 10 +0 -11,5 
0,1 : 0,01 o85 
0,01 : 0,001 16,0 
0,1 : 0,04 13,0 11,5 
NH.Cl 0,01 : 0,001 22, 33,0 
0,1 : 0,01 13,5 11,5 
10 : 0,1 ~20,3 
0,1: 0,01 -16,0 
BaCl, 0,01 : 0,001 -6,5 
0,1 : 0,01 aioxtlid 
1,0 : 01 -21,0 
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EKigentiimlichkeit der gerichteten oder auswahlenden Durehlissig- 
keit, wenn sie quillt. Die Frage, wie die elektromotorische Kraft 
der Hornhaut von der Quellung abhingt, ist gewiss ein interessantes 
Thema, doch schien es uns im Gegenteil wichtiger zu sein, die 
Membranpotentiale der Hornhaut, welche derart angeordnet ist, 
dass sie durch irgend eine Salzlésung keine Quellung erleidet, 
festzustellen. Ich benutzte zu diesem Zweck mit Formol fixierte 
Rinderhornhaute. 

Ausgeschnittene Rinderhornhaut wurde mit 10%igem Formol 
tiber 24 Stunden lang fixiert, 24 Stunden lang in fliessendem, und 
dann in destilliertem Wasser gewaschen. Diese Membran wurde 
sanft mit Fliesspapier abgetrocknet und dann fiir die Versuche 
benutzt. Die Versuchsanordnung war ganz gleich wie die mit 
isoherten frischen Hornhduten. Die Resultate sind folgende 
(Tabelle VIII und IX): Alkalichloride zeigen stets positiven 
Membraneffekt. Alle ungefaihr von 10 Millivolt. Bei zweiwertigen 
Kationen Ca und Ba sind die Membraneffekte noch positiv, aber 
praktisch fast null. Bei dreiwertigem Al schligt der Membran- 
effekt ins Negative um, und bei H-Ionen in Form von HCl ist der 
negative Membraneffekt auffallend. 


TABELLE IX. 
Konzentrationskette und Membraneffekt an 
formolisierten Rinderhornhiuten. 


Konzentrationskette 


Elektrolyte 601 a: 61 a Diffusionspotential Membraneffekt 
KCl 10,5 0,4 10,1 
NaCl 3,2 -11,6 14,8 
LiCl 4,6 -18,8 14,2 
NLC! 12,3 -0,67 13,0 
CaCl -14,6 -19,9 5,3 
BaClh -16,3 -18,3 2,0 
HCl -15,0 38,0 -53,0 
NaOll 8,0 -34,6 42,6 


Uberblicken wir diese Zahlen, so bemerken wir, dass diese im 
wesentlichen mit den Membraneffekten an der isolierten, frischen 
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Hornhaut und mit den durch die Augapfelmethode erhaltenen 
iibereinstimmen. Die Reihe der Ionenwirkung ist hier aber am 
schénsten erkennbar, wie die Tabelle zeigt. Man wird hier auch 
wohl nicht fehlgehen, wenn man annimmt, dass die Quellung keinen 
beherrschenden Einfluss auf die elektromotorische Kraft der 
Hornhaut ausiibt. 
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UNTERSUCHUNGEN UBER ELEKTRISCHE 
ERSCHEINUNGEN AN DER HORNHAUT. 


Ill. Mitteilung: 
Elektrische Ladung der Hornhaut. 


Von 


KATSUZO HAYASHI. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium und der Augenklinik der 
medizinischen Fakultét zu Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 20. August 1933) 


Verschiedene Modellversuche, namentlich mit Kollodium- 
membran, Pergamentpapier, Paraffin und Gelatinemembran, fiihr- 
ten uns betreffs der Entstehung der Membranpotentiale zu der 
Annahme, dass diese auf isolierte Durchlissigkeit der Anionen und 
Kationen zuriickzutiihren sind, und die letztere auch zumal durch 
die Ladung der Wand der Kapillaren beherrscht wird. Manche in 
der Natur vorkommenden Membranen sind negativ geladen und 
lassen mehr oder weniger Kationen besser durchpassieren als 
Anionen. 

Dass die Elektrolyte einen grossen Einfluss auf die Ladung 
der Membran ausiiben kénnen, wurde schon viel diskutiert. 
Kollodiummembran kann aber nach Perrin, Gyemant und 
Loeb nie, selbst nicht in starker Sdure, positiv geladen sein. 
Ebenso verhalt sich Pergamentpapier. Man konnte nur an einer 
amphoteren Membran wie Gelatine positive Umladung der 
Membran durch gesteigerte H-Ionenkonzentrationen nachweisen 
(Hober, Mond, Fujita). Hardy erklart auf Grund von 
Versuchen mit Globulin, dass die H- und OH-Ionen die Ladung 
der Eiweissionen beeinflussen, und Perrin itibernahm die Vor- 
stellung, dass die H- und OH-Ionen ihre elektrische Ladung an 
die Kolloidteilehen infolge ihrer relativ grossen Wanderungs- 
geschwindigkeit abgeben. Loeb ist aber der Ansicht, dass die 
elektrische Ladung der Kolloide durch elektrolytische Dissoziation 
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entsteht. Fiigt man eine hinreichende Menge Séure zu der Losung 
hinzu, so wird das Kolloidteilechen OH-Lonen im Uberschuss 
abgeben und somit positive Ladung annehmen. Das Gegenteil 
tritt ein, wenn man die Lésung alkalisech macht. 

Fiir die elektrische Ladung der Eiweissarten sind aber nicht 
nur H- und OH-Ionen massgebend, vielmehr iiben auch andere 
Tonen Einfluss auf sie aus. Wenn Elektrolyte mit Eiweissarten 
in neutraler Loésung zusammentreffen, so entstehen Salzionen- 
Eiweissverbindungen, und die Eiweissarten kénnen dabei gleich- 
zeitig die Anionen und Kationen binden (Pauli, W.). Wenn die 
Eiweissarten sich in alkalischer Losung befinden, so binden sie 
Kationen vorwiegend aus der Losung zu Metallproteinat, z.B. Na- 
od. Ba-Proteinat, aus saurer Salzlésung binden sie aber Anionen 
im Vordergrund, z.B. Proteinchlorid, -sulfat usw. (Loeb). 

Wir miissen immerhin die Ladung der Membran als Folge der 
Ionenadsorption auffassen, sei es eine physikalische Adsorption wie 
bei Kollodiummembran, oder eine Art Vorstufenbildung zur 
chemischen Bindung wie bei Gelatine. Der Mechanismus der 
Adsorption ist fiir den Effekt belanglos. Wenn die Anionen starker 
von der Membran adsorbiert werden, so ladt diese negativ, und 
umgekehrt. 

Hornhaut besteht sowohl chemisch wie histologisch aus Eiweiss, 
und zwar hauptsichlich aus Kollagen. Uber die elektrische 
Ladung der Hornhaut liegt aber bisher, soweit wir wissen, keine 
systematische Untersuchung vor. Es scheint mir also wichtig zu 
sein, diese grundlegende Eigenschaft der Hornhaut, und besonders 
den Einfluss verschiedener Ionen auf die Ladung der Hornhaut 
systematisch zu erforschen. 


METHODIK. 


Zur Messung der elektrischen Ladungen der Hornhaut wurde 
das EJektroendosmoseverfahren verwendet. Der hierfiir gebrauchte 
Apparat ist unten abgebildet (Fig. 1.). Der Hauptteil des Ap- 
parates besteht aus dem Glaszylinder ‘‘a’’, dessen unterer Teil ‘‘b’’ 
sich etwas verjiingt. Uber die nach unten gerichtete Offnung des 
Glaszylinders “a” wird eine Hornhaut mit nach aussen gerichteter 
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Fig. 1. 
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Kpithelienschicht gespannt, der iiberstehende Teil der Hornhaut 
nach oben umgeschlagen und dieser mit Baumwollzwirn an den 
Glaszylinder festgeschniirt, wobei eine Uberspannung der Horn- 
haut tunlichst zu vermeiden ist. Die Liicken, die zwischen dem 
umgestiilpten Teil der Hornhaut und der dusseren Zylinderwand 
entstehen kénnten, werden mit Paraffineinguss wasserdicht ge- 
schlossen. Vom Glaszylinder zweigen nach links und rechts zwei 
Seitenréhren “ec” und “d” ab. Das Ende der letzteren ist durch 
einen Gummischlauch mit dem beinahe in horizontaler Lage befind- 
lichen Steigrohr ‘‘s’’ verbunden. Als Steigrohr bediente ich mich 
einer Kapillarpipette von 0,1 cem, welche in 0,001 cem graduiert 
ist. Das mit Glashahn versehene Rohr ‘‘c’’ dient dazu, um die 
definitive luftblasenfreie Erfiillung des ganzen Raumes mit zu 
untersuchender Fliissigkeit durch Ansaugen von “e” zu erleich- 
tern. Das Gefiss “f” ist auch mit der zu untersuchenden 
Fliissigkeit gefiillt. Die zu untersuchende Elektrolytl6sung muss 
im grossen Uberschuss vorhanden sein, um die Verunreinigung 
durch Gewebsfliissigkeit usw. oder Konzentrationsverinderung 
durch Adsorption méglichst zu vermeiden. Die Glasréhren ‘‘g’’ 
und ‘‘h’’ sind mit 3%iger, mit KCl gesattigter Agargallerte 
gefiillt. Ihre unteren Enden (t,u) sind umgebogen, um eine 
Verunreinigung durch das herausdiffundierende KCl zu_ ver- 
hindern. Ihre anderen Enden tauchen in die Bechergliser (i.j), 
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die mit gesittigter KCl-Lésung gefiillt sind. Diese werden ferner 
durch andere KCl-Agarheber (k,1) in die Bechergliser (m, n) 
abgeleitet, die mit 10%iger Kupfersulfatlésung gefiillt werden, 
und die Kupferdrahte als Elektroden enthalten. 

Nachdem sich ein konstantes Niveau im Steigrohre ein- 
gestellt hat, wird der Strom geschlossen; jede Minute wird die 
Stromstirke abgelesen, und die Stromrichtung alle 5-10 Minuten 
gewendet. Die angelegte Spannung war immer 100 Volt, und 
diese wurde mit Hilfe der Schalttafel genau reguliert. 

Die Ausschlage des Niveaus bei Stromwendung waren ziemlich, 
aber nicht vollkommen, symmetrisch. Man musste bei der Strom- 
leitung die Ausdehnung der Fliissigkeit, die durch Joule’sche 
Warme hervorgerufen wird, beriicksichtigen. Die Verschiebung 
des Meniscus im Steigrohr ist also die algebraische Summe der 
endosmotisch transportierten und der thermisch ausgedehnten 
Flissigkeitsmenge. Immerhin kann die letztere praktiseh vernach- 
lassigt werden, da die Ausschlage beiderseits ziemlich symmetrisch 
sind. 

Der wahre Wert der endosmotischen Verschiebung wird 
dadurch erhalten, dass das Mittel aus den Ablesungen nach 
mehrmaligen Stromwendungen gezogen wird. Hierfiir wurde die 
Verschiebung des Meniscus jeweils genau nach einer Minute 
abgelesen. Dies wurde unter jedesmaliger Stromwendung einige 
Male wiederholt, und das Mittel aus mehreren Ablesungen als 
definitiver Wert genommen. Der Versuch wurde meist innerhalb 
von 20 bis 30 Minuten nach der Zusammensetzung des Apparates 
beendigt. 

Der Potentialunterschied der Kapillarenwand gegen die 
Losung oder das Adsorptionspotential ¢ im Sinne von Freundlich 
kann nach der Gleichung von Helmholz und Smoluchowski 
berechnet werden. 

t= dry dv 90,000 Volt 
1.D 
wo 7= Viskositat, A=spezifisehe Leitfaihigkeit der Lésung, V=pro 
der Natur vorkommenden Membranen sind negativ gelanden und 
entstehen k*nnten, werden mit Paraffineinguss wasserdicht ge- 
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Sekunde transportierte Wassermenge in ecm, i=Stromstarke in 
Ampére, D=Dielektrizitatskonstante des Wassers. 

Auf die Feststellung des Adsorptionspotentials verzichtete ich, 
da die spezifische Leitfahigkeit der Lésungen in Kapillarkanilehen 
nicht messbar war. Nur als angendhertes relatives Mass fiir das 
Adsorptionspotential kann die elektroendosmotische Verschiebung 
betrachtet werden. Die Konzentrationen der hierfiir benutzten 
Elektrolytlésungen wurden auf den Bereich von 0,01 bis 0,5 Aqui- 
valentnormal beschrankt. Meist wurden die Messungen sofort 
nach Eintauchen der Hornhaut in die Lésung angefangen. In 
vereinzelten Fallen wurden die Messungen auch erst einige Stunden 
nach dem Eintauchen in die Loésung, wobei die Adsorption besser 
zustandegekommen sein sollte, ausgefiihrt. Im Beginn der 
Messung, wo der Adsorptionsvorgang noch nicht aufgetreten ist, 
schwankt die Meniskusverschiebung ziemlich unregelmiassig. Also 
sollte die eigentliche Ablesung erst beginnen, nachdem der Strom 
einige Minuten lang unter mehrmaligen Stromwendungen durch- 
geschickt worden ist. 


RESULTATE. 
A. Versuche mit frischen Rinderhornhauten. 


Die Resultate sind in Tabelle I zusammengefasst. Die erste 
Spalte enthalt die Arten der Elektrolyten, die zweite die Kon- 
zentrationen in Aquivalentnormal, die dritte die Zeit der Messung 
nach Hintauchen der Hornhaut in die Lésung, die vierte die 
Stromintensitat in Ampére, die fiinfte den Ladungssinn und die 
sechste die pro Sekunde transportierte Wassermenge in ccm. 

Gegen destilliertes Wasser laisst sich eine Ladung der Kapil- 
larkanalchen nicht nachweisen, wenn man sofort oder sogar nach 1 
Stunde langem Eintauchen ins Wasser misst. Erst nach 6 Stunden 
langem KEintauchen der Hornhaut in das Wasser wurde die 
negative Ladung erwiesen. Sicherlich handelt es sich hier in den 
Kanilehen nicht um reines Wasser, sondern um sehr verdiinnte 
Gewebsfliissigkeit. 

Die Versuche mit Ringerscher Lésung zeigten eine kleine, doch 
merkbare negative Ladung der Membran, und daraus kann man 
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TABELLE I. 
Versuche mit frischen Rinderhornhauten. 
sai a | ae 
' ney HH O'M ay ae : 1 es & 
Badg| S888 ae & BSS 
AOS cord 2 = ag ao 45 
Elektrolyte | 8 a& & PEEK A 24 2 8.2 °5 
g.236 mes Bs ya o aE & 
Vie oe géas ORS 4 e868 
col e ed 
< sig ns £75 
sofort 0,00047 ae 0,000 
H.0 nach 1 Stunde 0,00043 == 0,000 
nach 6 Stunden 0,00093 = 0,061 
0,01 sofort 0,00493 = 0,042 
+3 nach 1 Std. 0,00509 = 0,138 
_ nach 2.5 Std. 0,00634 _ 0,202 
0,1 sofort 0,0114 = 0,021 
KCl ss nach 2 Std. 0,0100 _ 0,005 
0,2 sofort 0,01117 => 0,035 
* nach 1 Std. 0,01733 — 0,027 
. nach 4 Std. 0,011.63 _ 0,02 
1,0 nach 1 Std. 0,01300 = 0,004 
0,1 sofort 0,01004 = 0,053 
LiCl ss nach 1 Std. 0,01013 _ 0,111 
: nach 6 Std. 0,0083 _ = 0,028 
0,01 sofort 0,0055 _ 0,051 
NaCl 0,1 sofort 0,0078 — 0,022 
TAD, sofort 0,0085 — 0,002 
NH.Cl 0,01 sofort 0,0018 — 0,021 
0,01 sofort 0,0036 - 0,027 
MgCle 0,1 sofort 0,0075 = 0,020 (->0) 
0,5 sofort 0,0079 aS 0,000 
0,01 nach 6 Std. 0,0040 = 0,083 
0,1 sofort 0,011 = 0,018 
CaCl. " sofort 0,0097 0,0098 
no nach 1,5 Std. 0,0097 = 0,000 
nach 5 Std. 00087 _ 0,012 
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28 42 ; d " 
~ no vd a, ; 2 By 
eig| S888 a t ere 
“Sg cw @ 2 A ag Hae 
Elektrolyte ae & Bass as ca BBS 'o 
328 & % S"y Bs q” 5 ge & 
& asses Bs = Kees 
3 aa ne oo Be, 
0,0 nach 2 Std. 0,0031 - 0,020 
BaCle 0,1 iiber Nacht 0,0068 = 0,005 
“ sofort 0,0070 = 0,011 
» 0,0066 _ 0,009 
0,1 sofort 0,0070 + 0,017 
saat Nar: e nach 1 Std. 0,0069 = 0,018 
0,01 nach 45 Std. 0,0017 + 0,012 
CeCls * nach 1 Std. 0,0038 =}. 0,046 
3 sofort 0,0060 + 0,047 
AlCls 0,01 sofort 0,0040 a 0,082 
0,1 sofort 0,0093 + 0,067 
Th(NOs). 0,01 sofort 0,0045 st 0,088 
0,001 | sofort 0,0026 + 0,038 
HCl 0,01 sofort 0,0058 = 0,052 
0,1 sofort 0,0098 + 0,033 
0,0072 = 0,018 
Ringersche 0.0050 el 0.013 
Loésung 3 y 
0,0130 = 0,046 
0,01 sofort 0,0047 — 0,069 
KJ ” sofort 0,0042 = 0,063 
0,1 sofort 0,0070 — 0,010 
» sofort 0,0072 _ 0,024 
KSCN 0,01 sofort 0,0040 _ 0,044 
0,001 | nach 2 Std. 0,0038 - 0,056 
0,01 sofort 0,0044 = 0,055 
K.S80, ” nach 2 Std. 0,0080 = 0,062 
+ tiber Nacht 0,0102 - 0,045 
0,1 sofort 0,0065 _ 0,020 
0,5 sofort 0,0068 - 0,004 
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ia oan) ' = 
eee HO'H bp "sy ; 24 =| 
Badg| 34888 a é Be 38 
aos 9 co tos 28 Sq wo 2A 
Blektrolyte | $25 B PEER ae EE 553% 
os BA ogee oA a ey 
sg ALAs oH aE’ 
ye aw n's ees 
0,001 | sofort 0,0020 — 0,088 
" iiber Nacht 0,0050 _ 0,019 
KsFeCye 0,01 sofort 0,0050 _ 0,086 
ff nach 2 Std. 0,0084 _ 0,098 
0,1 sofort 9,0076 = 0,031 
” nach 3 Std. 0,0097 —_ 0,076 
0,001 | sofort 0,0019 _ 0,022 
- nach 1 Std. 0,0036 = 0,057 
K.FeCys 0,01 sofort 0,0035 — 0,059 
‘s nach 1 Std. 0,0044 — 0,115 
0,05 sofort 0,0056 _ 0,060 
$5 nach 1 Std. 0,0055 - 0,074 


folgern, dass die Ladung der Hornhaut in der Natur schwach 
negativ ist. 

Um den Einfluss jedes einzelnen Ions auf die elektrische 
Ladung der Membran zu erforschen, wurden in den benutzten Elek- 
trolytlésungen bei gleichem Anion (Cl) nur die Kationen variiert 
und bei gleichem Kation(K) nur die Anionen. Von den Chloriden 
von Alkalimetallen wurden K, Na, NH, und Li angewendet. KCl, 
welches in der Konzentration von 0,01, 0,1 und 0,2 Aquivalent- 
normal benutzt wurde, gibt jedenfalls ein negatives Potential der 
Kanalehenwande. LiCl in 0,ln verhalt sich auf dieselbe Weise. 
Bei den Chloriden von zweiwertigen Kationen, d.h. MgCls, ist die 
Ladung in entsprechenden Konzentrationen ebenfalls negativ. 
Allein das Cu-Ion in Form von Cu(NQ3)2 in der Konzentration 
von 0,1 n dreht die Ladung deutlich ins Positive um. Chloride der 
dreiwertigen Al und Ce laden die Hornhaut positiv in der Kon- 
zentration von 0,01 n sowie 0,1 n. Fiir das vierwertige Th, weleches 
auch in Form von Nitrat angewendet wurde, kommt die Umladung 
entschieden ins Positive sogar in der Konzentration von 0,01 n 
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TABELLE II, 
Versuche mit formolisierten Kaninchen-Hornhauten. 
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| 
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paSa| sas Zee & BSS 

eiaq| cose eae | Be | BRS s 

Elektrolyte | 835 & Bass ga 55 | S4ae 

a.gdc he s S28 sc Ae S © & 

of oR oa 4.2 pa< 3 Ak 8 

M4 Agee h omer 8 
H:0 sofort 0,00017 — 0,002 
t: nach 2 Std. 0,00174 x 0,015 
Pingeteche nach 1 Sta. 0,0070 2 0,006 

osung 

AlCls 0,002 | sofort 0,0029 + 0,020 
Th(NOs). | 0,002 | sofort 0,0030 + 0,019 
HCl 0,002 | sofort 0,0039 + 0,011 
KCl 0,002 | sofort 0,0026 ig 0,009 


CuSO, 0,002 sofort 0,0034 + 0,007 


zustande. Ferner wird die Umladung erzielt durch das H-JIon, 
das in Form von HCl angewendet wurde. Selbst 0,001 n von HCl 
wirkt stark positivierend. 

Die Hornhaut wird also durch Chloride von Cu’, Ce”, Al”, 
Th” und H’ positiv umgeladen, und diese Umladung kommt 
wahrscheinlich teilweise dadurch zustande, dass die Wand der 
Kapillarkanalchen in der Hornhaut diese Kationen adsorbiert oder 
chemisch verbindet, d. h. dass Metallproteinate, z. B. Al-Proteinate, 
Thoriumproteinate usw., entstehen. Da wir aber wissen, dass 
manche Salze von mehrwertigen Kationen, wenn sie in Wasser 
gelést sind, hydrolytisch gespalten werden und betriachtliche Saure- 
reaktion zeigen, scheint es nicht richtig, diese Umladung 
aussehliesslich auf die Adsorption der Metallkationen zuriick- 
zufiihren. Vielmehr ware der Gedanke noch naheliegender, dass 
die H-Ionen, welche bei der Hydrolyse abgespalten werden, sich 
hierbei auch an der Umladung der Membran beteiligen. Dieses 
Verhaltnis ist gegenwartig noch nicht ganz geklart. Soviel kann 
man aber sicher sagen, dass die H-Ionen jedenfalls am starksten 
adsorbierbar sind. 

Die Variation der Anionen wurde in Form ihrer Kaliumsalze 
nur in einigen Arten durehgefiihrt. 0,0ln KJ wirkt stark 
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negativierend, wahrend 0,1n KJ weniger stark negativiert. Bei 
K.SO,4 sieht man, dass die negativierende Wirkung mit steigender 
Konzentration der Lésung deutlich fallt, also von 0,01n zu 0,1ln 
und zu 0,5n. Bei der letzten Konzentration ist die Ladung inner- 
halb der Fehlergrenze null. K3FeCy,s laidt die Membran in 
verdiinnteren Losungen (0,001 n, 0,01 n) stark, bei konzentrierten 
(0,1 n) aber viel schwicher negativ. Wie erwartet ist das Potential 
bei K,FeCye stark negativ. Doch ist das Konzentrationsverhaltnis 
nicht eindeutig unterscheidbar. Die Messung nach 1 Stunde 
langem Eintauchen der Hornhaut in die K,FeCy¢-Lésung zeigt 
jedenfalls eine starkere Negativierung, welche leicht begreiflich 
ist, da die Stromintensitét bei ihnen keinen bedeutenden Unter- 
schied gegen die anderen Konzentrationen zeigt. 


B. Versuche mit formolisierten Kaninchenhornhduten. 


Die Hornhiéute von durch Verblutung getéteten Kaninchen 
wurden mehrere Tage in 10%iger Formollésung fixiert, mit 
fliessendem Wasser griindlich gespiilt und weiter mit destilliertem 
Wasser tagelang gewaschen. Dann wurde die Messung auf ganz 
dieselbe Weise wie bei den obigen Versuchen mit Rinderhornhaut 
ausgefiihrt. Die Einstellung der konstanten Stromverschiebung 
wurde immer ziemlich schnell erzielt. Tabelle IT zeigt die Ver- 
suchsergebnisse. In reinem Wasser fand ich eine negative Ladung 
der Hornhaut. In Ringerscher Lésung, in der die Hornhaut 24 
Stunden lang eingetaucht war, zeigt sich die Ladung sicher negativ, 
ebenso auch in KCl-Lésung in der Konzentration von 0,002 n. 
Jeder einzelne Elektrolyt wurde hier nur in einer einzigen Kon- 
zentration angewendet, 0,002 Aquivalentnormal. Kinwertige H- 
Ionen in Form von HCl und zweiwertige Cu-Ionen in Form von 
CuSO. drehen die Ladung auffallend ins Positive um, und das 
dreiwertige Al-Ion in Form von AJCl3, sowie vierwertige Th-Ionen 
in Form von Th(NO3), geben die positive Ladung am stirksten. 


ZUSAMMENFASSUNG, 
A. Ber frischer Rinderhornhaut: 


1. Die elektrische Ladung der frischen Rinderhornhaut gegen 
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reines Wasser lisst sich schwer nachweisen. Wenn sie doch einmal 
erkennbar wird, so erscheint sie negativ. 

2. In Ringerscher Lésung fiir Warmbliiter ist der Ladungs-. 
sinn der Ilornhaut negativ. 

3. Die Chloride der Alkalimetalle K, Li, Na sowie die Erdal- 
kalimetalle Mg, Ba und Ca geben simtlich eine negative Ladung. 

4. Die Nitrate des Cu” und Th” und die Chloride des Ce” 
und Al” laden die Hornhaut entschieden positiv, selbst in kleinen 
Konzentrationen. 

5. Das H-lon nimmt eine Sonderstellung ein dadurch, dass 
es die Membran stark positiviert, sogar in sehr verdiinnter Lésung. 

6. Variiert man die Anionen bei gleichem Kation K, so sieht 
man doch jedenfalls die negative Ladung der Membran. Starkere 
Negativierung durch mehrwertige Anionen als durch einwertige 
kann aber nicht konstatiert werden. 

B. Bei formolisierter Kaninchenhornhaut: 

1. Sowohl gegen reines Wasser wie gegen Ringerlésung lasst 
sich eine negative Ladung nachweisen. . 

2. H’, Cu’, Al” und Th” geben eine deutlich positive 
Ladung der Membran. 
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UNTERSUCHUNGEN UBER ELEKTRISCHE 
ERSCHEINUNGEN AN DER HORNHAUT. 


IV. Mitteilung: 


Der Isoelektrische Punkt der Hornhaut und 
Schlussbetrachtung. 


Von 


KATSUZO HAYASHI, 


(Aus dem biochemischen Laboratorium und der Augenklinik der 
medizinischen Fakultét zu Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 20. August 1933) 


Im vorangehenden Kapitel wurde die elektrische Ladung der 
Hornhaut gegen wassrige Lésungen verschiedener Elektrolyten 
durch Elektroendosmoseverfahren untersucht. Die Ergebnisse 
sind wie folgt: Die Hornhaut ladt sich gegen Neutralsalz- und 
Ringersche Lésung stets negativ, gegen Cu(NOs)>, Th(NOs)4, 
CeCls, AlCl; und HCl jedoch deutlich positiv. Also kann die 
Hornhaut umgeladen werden. Bei unseren friiheren Unter- 
suchungen mit Kollodium usw. sind wir zu folgender Annahme 
gekommen: Die negative Ladung der Membran entsteht dadurch, 
dass sie Anionen adsorbiert. Wenn nun an beiden Seiten der 
Membran Elektrolytl6sungen verschiedener Konzentration sich 
befinden, so diirften hier in den Kanidlchen der Membran die 
Anionen derselben zum Teil an der Wand fixiert werden. Also 
wird wegen der elektrostatischen Abstossung die durchschnittliche 
Bewegung der Anionen relativ gegeniiber der der Kationen 
verlangsamt werden. In genauer Weise wurde diese Theorie von 
Michaelis entwickelt. 

Wenn diese Vorstellungen als richtig angenommen werden, 
dann miisste man bei Hornhaut, die eine amphotere Membran ist, 
erwarten, dass diese im isoelektrischen Punkte keinen Membran- 
effekt ausiibt. D.h. dass zwei Hlektrolytlésungen, welche durch 
eine isoelektrische Membran getrennt sind, denselben Potential- 
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unterschied zeigen wie bei freier Beriihrung; dass, wenn die 
Membran negativ geladen ist, die relative mittlere Beweglichkeit 
der Anionen vermindert wiirde, und dass, wenn die Membran 
positiv geladen, die Perméierung der Kationen relativ vermindert 
werden diirfte. Um dies zu beweisen, habe ich die folgenden 
Untersuchungen ausgeftihrt. 

Da wir schon gesehen haben, dass die H-Ionen am starksten 
die Umkehrung der Membranwirkung hervorrufen, und dass die 
Konzentration dieser am giinstigsten abstufbar ist, soll zundchst 
geprtft werden, bei welcher H-Ionenkonzentration diese Umkehrung 
eintritt. Die Versuchsanordnung ist ganz dieselbe wie bei 
der Messung der Potentiale in der Konzentrationskette (Fig. 1 
der I. Mitt.). Als Beriihrungsfliissigkeit wurde hier Acetat- 
pufferlosung angewendet. Die Ergebnisse sind in Tabelle I 


TABELLE I. 

Zosgommergee™€ | Pm | EMR |aitte) trations [Pituions | Membran 
C00 Neseea | aa coe wld 

0,1 Na. acetat ree se ~6) -5,8 pb pi Ke: 
"Ott aie 47 26 a 5,0 : 

Ups NR nce a> -3,5 -8,5 | -3,5 ™ ee oe 

0,1 Essigsiure | ” | Y 

OF ats ay ee aks -16 6.9 85 
ie gas ees ~4,0 -4,0 | -40 aid 

a 
"68 Ecsigeduve ze “4,4 -5,3 | -4,8 r | ; 


zusammengestellt. Die erste Spalte enthalt die Mischungsweise 
der Acetatpufferlosungen, die zweite die Pu-Werte. Die Px- 
Messungen in den Tabellen wurden elektrometrisch ausgefiihrt. 
Zu-0,01 und 0,1 aquivalentnormaler Natriumacetatlésung wurde 
eine bestimmte Menge Essigséure hinzugefiigt, derart, dass beide 
Losungen, welche die Konzentrationskette bilden, gleiches Px 
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hatten; diese Essigsiiuremenge wurde dann in verschiedenen 
Versuchen variiert. Von 2 oder 3 Messungen des Potentialunter- 
schiedes der Acetatpufferlésung gegen Hornhaut, die im quasista- 
tioniiren Zustande eine gute Ubereinstimmung zeigten, wurde 
das Mittel genommen (Spalte 3), und daraus wurde wieder der 
Konzentrationseffekt von der Zehnerpotenz bei gleichem Pir 
berechnet (Spalte 4). 

Wenn man zwei verschieden konzentrierte Lésungen von 
Natriumacetat sich bertihren lasst, so sieht man, dass das Diffu- 
sionspotential dureh Zusatz von Essigsiure keine merkliche 
Veriinderung erleidet; denn die Essigsiure, die eine schwache 
Saure ist, ruft in der Acetatpufferldsung nach dem Massen- 
wirkungsgesetz nur eine verschwindend kleine Konzentration von 
H-Ionen gegentiber der der Na-Ionen hervor. Bei Beriihrung mit 
der Hornhaut zeigte dagegen der Konzentrationseffekt dieser 
Lésungen starke Abhingigkeit vom Zusatz der Essigsiure, also von 
der Konzentration der H-Ionen. Wahrend das Diffusionspotential 
zwischen zwei reinen Natriumacetatlésungen, das bei einem Kon- 
zentrationsverhiltnis 0,01: 0,1 n 7,5 Millivolt fiir die verdiinntere 
Losung betragt, durch den Zusatz von gleich konzentrierter Essig- 
sdure, d.h. beim Pu 4,7, andeutungsweise sinkt, also zu 7,2 Milli- 
volt, zeigt der Konzentrationseffekt bei reinen Acetatlésungen 
deutliche Positivierung, némlch 17,0 Millivolt und beim Pu 4,7 
deutliches Absteigen zu 8,5 Millivolt. Bei weiterem Zusatz von 
Essigsiure vermindert sich der Konzentrationseffekt ; naimlich bei 
Pu 4,3 wird er innerhalb der Fehlergrenze fast Null, und bei Pu 
3,8 kehrt die Wirkung um, —6,0 Millivolt. Wenn man mit dem 
Diffusionspotential vergleicht, bemerkt man, dass der Konzentra- 
tionseffekt bei Pm 4,7 innerhalb der Fehlergrenze dasselbe 
Verhalten zeigt wie das Diffusionspotential. Bei der Konzentra- 
tionskette mit reinen Natriumazetatlésungen, also bei PH 8,5, ist 
der Konzentrationseffekt gegeniiber dem Diffusionspotential um 
10 Millivolt positiviert. Dagegen ist bei Pir 4,3 der Konzentra- 
tionseffekt von 8,5 Millivolt negativierter als bei der freien 
Diffusion, und bei Pu 3,8 ist er gegeniiber der freien Diffusion 
noch stirker negativiert. 
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Derr ISOELEKTRISCHE PUNKT DER HoRNUAUT NACH DEM 
ELEKTROENDOSMOSEVERFAHREN. 


Wenn unsere Annahme zu Recht besteht, so miisste der 
isoelektriseche Punkt der Hornhaut bei ca. Put 4,7 hegen. Ausser 
dem Befund Gullottas tiber den isoelektrischen Punkt der Linse, 
Pu 4,0, hat Baurman schon den isoelektrischen Punkt des Glas- 
korpers bei Pu 4,4 festgestellt. Ferner hat Matsuoka den isoelek- 
trischen Punkt des Kaninchenkammerwassers beim Pu 4,7 und 
denjenigen des Glaskérpers beim Pu 6,7-7.2 gefunden. Leider 
liegt bisher, soweit mir bekannt, keine Literaturangabe iiber den 
isoelektrischen Punkt der Hornhaut vor. Diese grundlegende 
Kigenschaft der Hornhaut festzustellen, scheint mir also notig. 

Als Methode wahlte ich zunachst das Elektroendosmose- 
verfabren. Die exstirpierten frischen KRinderhornhaéute wurden 
unter denselben Versuchsanordnungen wie in der vorangehenden 
Mitteilung untersucht. Als Strémungsfliissigkeit wurden Essig- 
sdure-Natriumacetatpufferlésungen von PH 8,5 bis 3,4 angewendet. 
Diese Untersuchungen ergaben die in Tabelle II angefiihrten 
Resultate. Die erste Spalte enthalt die Essigsiure-Natriumacetat- 


TABELLE II. 
Der Isoelektrische Punkt der Hornhaut nach dem 
Elektroendosmoseverfahren. 


nes Pro Minute = 
: Strom- Spannung| Ladungs- | transportierte 
Elektrolyte Pu_ | intensitiit |"? Vol 8 une BRSPE 
‘a MON; in Volt sinn Wasser menge 
ss ‘ = ‘ in 0,0001 ecm 
0,01 n Na, acetat 8,5 5,0 100 = 65 
» +0,0025 n Pe 
Essigsaure 5,3 6,2 100 7 75 
» £0,005 n  ,, 5,0 7,5 100 — 123 
» +0,01n— ,, 4,7 6,0 100 — 60 
” a 0,02 n ” 4,4 8,0 90 =r 48 
» +0,03n  ,, 4,3 8,2 100 + es 
» +9;,04n ,, 4,1 7,8 85 + 23 
9,052 3,8 6,0 100 + 28 
5 O16 n .,, 3,5 8,0 100 Sm 78 
fs 55 


SS EC Us Us eee 3,4 6,3 100 
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gemische, die zweite die Pi und die dritte die Stromintensitaét in 
Ampére. 

Uberblicken wir die ‘Tabelle, so finden wir, dass der 
Ladungssinn der Hornhaut bei Pu 4,3 praktisch null ist, wahrend 
bei griésserem Pir die Membran iiberall negativ, bei kleinerem Pu 
dagegen positiv geladen ist. 

Nach dem Abschluss der Untersuchung ist nebenbei zu 
bemerken, dass die Hornhaut bei Pr 4,3 in ihrer ganzen Schicht 
weisslich getriibt, bei Pr 4,4 die Epithelien weisslich getriibt waren, 
wahrend bei anderen Pu sie ziemlich klar geblieben waren. Dies 
entspricht auch dem von Gullotta an der Linse durch Quellungs- 
methode bemerkten Befund. 

Auf die Frage, wie die Umladung der Membran zustande 
kommt, ist einfach zu antworten: Von welcher Konzentration auch 
die Na-Ionen sein mégen, diirften sie jedoch niemals eine positive 
Ladung der Membran herbeifiihren. Allein eine sehr geringe Zahl 
von H-Ionen kann diese Membran positiv umladen. 

Mit Elektroendosmoseverfahren wird also der isoelektrische 
Punkt der Hornhaut bei Pr 4,3 festgestellt. 


Derr ISOELEKTRISCHE PUNKT DER HORNHAUT NACH 
QUELLUNGSVERSUCH. 


Ferner habe ich den isoelektrischen Punkt der Hornhaut durch 
Quellungsversuch untersucht. Diese Methode beruht darauf, dass 
im isoelektrischen Punkt die Quellung Minimumwert hat (Loeb). 
Zu diesem Zweck wurden von einer Hornhaut mehrere Stiicke 
moeglichst von gleichem Volumen herausgeschnitten und in die 
Versuchslésungen eingetaucht. Nach 24 Stunden wurde die 
Gewichtszunahme gemessen. Wie schon oben erwahnt, hat die 
Hornhaut unter physiologischen Verhaltnissen einen ziemlich 
grossen Wassergehalt, und selbst in sehr konzentrierten NaCl- 
Lésungen quillt sie ausgesprochen. Es wurde hierbei grosste Sorge. 
getragen, um Fehler durch Druck, Verdunstung usw. zu vermeiden. 
Alles Material wurde in kiihler Feuchtkammer aufbewahrt. Das 
Hornhautstiick wird zunachst nur kurz mit der zu untersuchenden 
Pufferlésung benetzt und sorgfaltig abgewiseht (ohne Druck 
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auszuiiben). Nachdem sein Gewicht festgestellt ist, wird es in einen 
sehr grossen Uberschuss der Lésung eingetaucht. Der Uberschuss 
der Lisung muss so gross sein, dass ihre Konzentration durch die 
Adsorption usw. nicht messbar verindert wird. Es wurden 0,2 
bis 0,3 ¢ Hornhautstiickechen in 50cem Lésung eingetaucht. In 
der Tat wurde nach dem Herausnehmen der Stiickchen keine 
merkliche PH-Verdénderung der Loésung, in der sie eingetaucht 
waren, konstatiert. 

Tabelle III zeigt die Versuche mit Azetatpuffer. Der 
Quellungsgrad der Hornhaut in der Azetatpufferlésung ist im 
allgemeinen so klein, dass man einen sicheren Schluss daraus nicht 
ziehen kann. Es zeigen jedoch die mehrmals wiederholten Unter- 
suchungen immer dasselbe Resultat: Das Minimum der Volum- 
veranderung zeigt sich immer bei Pu 4,2. Der isoelektrische 
Punkt scheint also hierbei ungefahr in demselben Pu 4,2 zu liegen. 


TABELLE III, 
Der Isoelektrische Punkt bestimmt durch Quellungsversuch. 


Zusammensetzung der Puffer 


Pu Gewichtszunahme in % 
Essigsiure in Mol Na. acetat in Mol 
0,185 0,015 3,6 6,13 
0,176 0,024 3,8 4,95 
0,164 0,036 4,0 4,93 
0,147 0,053 4,2 0,74 
0,126 0,074 4,4 4,05 
0,080 0,120 4,8 9,12 


Mit den Pufferlésungen von Sek. Phosphat-Citronenséure und 
Glykokoll-NaOH wurden noch weitere Gebiete des PH untersucht 
(Tabelle IV). Hierbei treten die Volumverinderungen noch 
auffallender als bei den Azetatpufferlésungen hervor. Die 
Minimumbildung zeigte sich bei Pu 4,4. Der isoelektrisehe Punkt 
liegt also in ea. Pir 4,4. 

Aus den obigen Versuchen erkennen wir, dass der iso- 
elektrische Punkt der Hornhaut nach dem Elektroendosmosever- 
fahren in der Gegend von Pr 4,3 und nach dem Quellungsversuch 
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TABELLE IV. 
Der Isoelektrische Punkt nach dem Quellungsversuch, 


Zusammensetzung der Puffer 


SS 7 Bs Pu Gewichtszunahme in % 
m/5 Sek. Phosphat | m/10 Citronensiiure 
14,25 35,75 3,4 87,14 
16,10 33,90 3,6 81,85 
17,75 32,25 3,8 79,31 
19,28 30,72 4,0 50,72 
20,70 29,30 42 41,80 
22,05 27,95 4,4 30,07 
23,38 26,62 4,6 42,30 
25,75 24,95 5,0 75,10 
27,87 22,13 5,4 96,17 
31,57 18,43 6,0 95,93 
41,18 8,82 7,0 108,49 
48,63 1,37 8,0 109,48 
m/10 Glykokoll m/10 NaOH 
45,0 5,0 9,0 - 106,32 
30,0 2,0 10,0 112,75 


im Bereich von Pu 4,2 oder 4,4 liegt. 

Im grossen und ganzen stimmt also dieser Befund mit dem 
Neutralpunkt oder Umkehrpunkt fiir die Membranwirkung 
iiberein. Die Differenz von einigen Dezimalen zwischen ihnen 
beruht wohl auf dem Unterschied der Versuchsmethodik. Es zeigt 
sich somit, dass man den isoelektrischen Punkt der Hornhaut 
auch dureh Messung des Umkehrpunktes der Membranwirkung 
annihernd bestimmen kann. 


SCHLUSSBETRACHTUNGEN: 


Wenn man die verschiedenen Untersuchungen tiber Membran- 
potentiale in Betracht zieht, so scheint es, dass die Theorien iiber 
diese Potentiale in drei Arten geteilt werden kénnen: 1) Phasen- 
erenz-, 2) Diffusions- und 3) Donnanpotentiale. 

Die erste Theorie setzt voraus, dass die Potentialdifferenz der 
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beiden Seiten der Membran gegen die benachbarten Losungen aus 
Potentialsprung auf der Grenze zweier Phasen entsteht, von denen 
die eine die Lésung und die andere die Membransubstanz ist, die 
als Loésungsmittel fiir Elektrolyte dient. Die Differenz der 
Verteilung einer Art von Ionen zwischen zwei Lésungsmitteln ruft 
den Potentialunterschied hervor. Diese Theorie, die erst von 
Nernst entwickelt und spater theoretisch und experimentell von 
Haber bearbeitet wurde, wurde von Beutner auf biologische 
Membranen angewendet. Beutner, indem er Potentiale der 
pflanzlichen Gewebe untersuchte, hat gefunden, dass organische 
Gewebe ebenfalls einen Konzentrationseffekt zeigen, und zwar in 
derselben Richtung wie ein sdéurehaltiges ‘‘Oel’’, und erklart den 
Konzentrationseffekt durch Phasengrenzkrafte, wobei er annimmt, 
dass tiberhaupt wasserunlosliche Bestandteile des Gewebes, und 
zwar darin enthaltene Fette oder fettahnliche Substanzen, elektro- 
motorisch wirksam sind. 

Hierzu ist jedoch zu sagen, dass das Vorhandensein von Fetten 
in der Membran nicht unbedingt notwendig ist; denn Héber, 
Vorschtitz, Natansen, Matsuo und Mond haben gezeigt, dass 
man mit eliweissartigen Membranen dieselben elektromotorischen 
Effekte erhalt. Die Hobersche Schule zeigt sogar, dass es nach 
dem jetzigen Stande der Forschung nicht méglich ist, die Salzruhe- 
stréme als Oelketten im Sinne Beutners aufzufassen. 

Die zweite Theorie schreibt die Potentialdifferenzen, die dureh 
die Membranen hervorgerufen werden, der Differenz in der Ge- 
schwindigkeit der Ionen zu, die durch die Membran diffundieren. 
Nach dieser Theorie zeigt sich in der Membrangrenze keine abrupte 
Veranderung der Potentiale, sondern von einer Grenze zur anderen 
eine langsame Verdnderung, wie dies beim Fliissigkeitskontakt- 
potential der Fall ist, wenn zwei verschiedene Elektrolytlésungen 
sich direkt beriihren, und dureh Diffusion zwischen den zwei 
Lésungen eine Zone von graduellem Ubergang entsteht. Die zweite 
Theorie ist also die des Diffusionspotentials. Diese Theorie ist 
zuerst von Ostwald begriindet und experimentell sowie theoretiseh 
von Michaelis und seinen Schiilern mit verschiedenen Modellver- 
suchen ausgearbeitet worden. Michaelis entwickelt diese Theorie 
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folgendermassen: Es mag eine Hypothese aufgestellt werden, dass 
bei den meisten in der Natur vorhandenen Membranen die Beweg- 
lichkeit der Anionen in den Kapillarkanaélehen der Membran mehr 
vermindert wird als die der Kationen. Fiir die Momente der 
Alteration der Ionenbeweglichkeit in der Membran muss man zwei 
Bedingungen annehmen. Die erste Bedingung ist die Hydratation 
der Ionen. Jedes Ion schleppt eine Wasserhiille mit sich, wenn es 
sich durch das Wasser bewegt. Die Attraktion der Ionen fiir die 
Wassermolekiile kann als eine elektrostatische Attraktion der Ionen 
zu den elektrischen Dipolen interpretiert werden. Die Dipole sind 
in weiter Ausdehnung rings um das Ion in der Richtung ihrer 
Achse orientiert und in ihrer lokalen Verteilung festgehalten. 
Dieser Effekt nimmt mit der Entfernung von dem Ion ab. Wenn 
ein Ion in einem Kapillarkanialchen sich bewegt, so ist die frik- 
tionelle Resistenz erhoht, falls die Sphare der Attraktion zu den 
Wassermolekiilen die durch Adhidsion an der Wand des Kanalchens 
festgehaltenen Wassermolekiile erreicht. Die zweite Bedingung ist, 
dass die Wand des Kapillarkanalchens im allgemeinen mit der 
elektrischen Doppelschicht bedeckt- ist. Die Verlangsamung der 
Beweglichkeit der Anionen in der Kollodiummembran kénnte man 
auf die negative Ladung dieser Membranen in wassrigen Loésungen 
zuriickfiihren. Amphotere Membranen, deren elektrische Ladung 
dureh verschiedene Wasserstoffionenkonzentrationen variiert 
werden kann, zeigen ein ganz anderes Verhalten. Jedenfalls ist 
der Effekt der Kapillaren, wenn die Bedingungen gegeben sind, 
nur nach den Anionen oder nur nach den Kationen gerichtet. 
Wenn die elektrische Ladung der Wand in Betracht gezogen wird, 
so kann diese Ladung nur durch Adsorption von negativen Ionen 
zustande kommen, soweit sie negativ geladen ist. Ferner, wenn 
das Kanalchen eng genug ware, so kénnten sémtliche Anionen von 
der Wand fixiert werden, und nur die Kationen sich bewegen. 
Getrocknete Kollodiummembran ist praktisch impermeabel fiir die 
Anionen und ein ausgezeichnetes Modell fiir die Apfelschale. 
Andererseits ist die Membran der roten Blutkorperchen fiir 
Anionen permeabel und fiir Kationen impermeabel. Man kann 
von dieser Tatsache aus folgern, dass diese Membran unter physio- 
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logischen Zustinden positiv geladen ist. 

Die dritte Form von Membranpotential ist das sogenannte 
Donnanpotential. Wenn auf einer Seite der Membran, die fiir 
Kolloide nicht durchlissig ist, ein Kolloidelektrolyt wie Albumin- 
chlorid sich befindet, wihrend auf der anderen Seite ein Elektrolyt, 
z.B. Natriumchlorid, vorhanden ist, so entsteht im Gleichgewichts- 
zustande durch Ionenverteilung in beiden Lésungen ein Potential- 
unterschied. Der Unterschied dieser Theorie von den anderen ist 
folgender: Die erst angegebenen zwei Theorien versuchen den 
Kurs des Potentials von der einen Seite der Membran zu der 
anderen zu verfolgen. Die Donnantheorie betrifft aber keineswegs 
den Verlauf des Potentials durch die Membran; sie zieht nur die 
Differenz zwischen den beiden Seiten der Membran in Betracht. 
Sie ist also statisch, wahrend die anderen als kinetisch zu 
betrachten sind. Ebensowenig iiberlegt die Donnansche Theorie 
den Mechanismus der Impermeabilitaét des betreffenden speziellen 
Tons. Der Wert des Donnanpotentials ist in physiologischen 
Fliissigkeiten ziemlich klein, da diese gewohnlich eine relativ kleine 
Konzentration von Eiweiss, dagegen eine viel gréssere von Salz 
haben. 

Daraus folgt aber nicht, dass diese drei Theorien gegeneinander 
kontradiktorisch sind. Dass zwei oder alle drei dieser Méglich- 
keiten in derselben Membran kombiniert sind, kann auch vor- 
kommen. Die Frage ist, welches von diesen Potentialen prédomi- 
nierend ist. Cremer und spiter Bauer nehmen an, dass das 
Diffusionspotential von Bedeutung, die plotzliche Veranderung des 
Phasengrenzpotentials aber vernachlissigbar ist. Jedenfalls steht 
die Frage der Potentialdifferenzen, die durch die Membran 
zwischen zwei Losungen hervorgerufen sind, in engem Zusammen- 
hang mit dem Problem der Permeabilitaét der Membran. 

Unter verschiedenen Hypothesen iiber die Permeabilitit der 
Membranen zeichnen sich die von M. Traube begriindete Mole- 
kularsiebtheorie und die sog. Lipoidtheorie von Overton aus. 
Dieser nimmt an, dass die physiologische Membran aus fettartiger 
Substanz besteht, und dass die Membran nur fiir lipoidlésliche 
Stoffe durchliassig ist. Da diese Theorie jedoch nicht fiir alle 
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Fille befriedigend war, so schlug Nathanson die Mosaiktheorie 
vor. Er nimmt an, dass die Membran eine siebéhnlche Struktur 
hat, die aus einem Fachwerk von Lipoiden und aus einer nicht- 
lipoiden, die Liicken fiillenden Lésung besteht. 

Sofern aber die diffundierenden Substanzen Elektrolyte sind, 
ist diese Vorstellung iiber das Vorhandensein von fettigen Bestand- 
teilen nicht unbedingt notwendig. Und aus weleher Substanz auch 
das Fachwerk im Sinne von Nathanson bestehen mag, so muss doch 
die Veriinderung der relativen Beweglichkeit der Jonen innerhalb 
der Membran ein verandertes Diffusionspotential zur Folge haben. 

Nun ist fiir die Hornhaut schon vielfach festgestellt, dass diese 
fiir verschiedene Elektrolyte ziemlich gut durchlassig ist. Und da 
wir jetzt wissen, dass der elektromotorische Konzentrationseffekt 
bei der Hornhaut im allgemeinen viel kleiner als bei der Apfel- 
schale oder bei getrockneter Kollodiummembran ist, kénnen wir 
nach der Diffusionstheorie vermuten, dass sie als eine Siebmembran 
grobporiger als jene zwei ist. Der theoretisch vorstellbare Maximal- 
wert, nimlich fiir jede Zehnerpotenz des Konzentrationsverhalt- 
nisses ca.58 Millivolt, kann hier niemals, auch nicht annahernd, 
erreicht werden, da dieser Wert nur dann eintreten wiirde, wenn 
fiir eine Jonenart die Kanalehen der Membran ganz impermeabel 
sind. Das charakteristische Konzentrationspotential Cop. (d.h. 
das individuelle Membranpotential bei der Kette von KCl 0,1n: 
0,01n) der Hornhaut ist, wie oben ersichtlich, durehschnittlich 
ea. 15 Millivolt, entspricht also fast der gleichen Gréssenordnung 
wie Pergamentpapier. 

Aus obigen Mitteilungen ist zu ersehen, dass die elektromotori- 
schen Krafte bzw. Membraneffekte der Hornhaut durch Annahme 
der Ditfusionstheorie ohne besondere Schwierigkeiten zu begreifen 
sind. Wenn die Verdiinntere Lésung der Salze in Gegenwart der 
Hornhaut ein positiveres Potential hat als bei freier Diffusion, so 
beruht das auf der relativen Retardierung der Anionenwanderung 
in der Membran, welche Retardierung weiter auf die negative 
Ladung der Kapillarwand der Membran zuriickzufiihren ist. 
Umgekehrt kann ein negativeres Potential bei einem Uberschuss 
von H-lonen oder von mehrwertigen Kationen durch relative 
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Retardierung der Kationenwanderung, die in Folge von Umlad- 
ung durch diese Kationen selbst zustandekommt, erklart werden. 
Diese Umladung habe ich in der Tat durch Elektroendosmose- 
verfahren festgestellt. Im isoelektrischen Punkt, wo die Ladung 
null ist, kénnte man erwarten, dass die Perméierung jedes Ions 
nicht von der Kapillarwand beeinflusst wiirde, und demgemass das 
Verhiltnis der Wanderungsgeschwindigkeiten der Kationen und 
der Anionen gleich wie bei freier Diffusion, also der Membran- 
effekt= Null ist; d. h. Membranpotential=Diffusionspotential. Um 
die Giiltigkeit dieser Annahme zu beweisen, habe ich auch fest- 
gestellt, dass der Pu, bei welehem der Membraneffekt der Hornhaut 
null ist, mit dem durch Quellungsversuch sowie durch Elektro- 
endosmoseverfahren bestimmten isoelektrischen Punkt der Horn- 
haut identifizierbar ist. 

Die chemische Analyse der perméierten Jonen wird von mir in 
einer bald erscheinenden Publikation behandelt werden. Dieser 
Beweis ist aber technisch sehr schwierig, weil die chemische 
Mikroanalyse noch nicht ganz genau ausfiihrbar ist. Da aber die 
Potentialdifferenz schon durch das Vorauseilen einer Art von Ionen 
zustandekommt, gilt es auch fiir die Hornhaut, dass die Bestim- 
mung der Membranpotentiale als eine dusserst empfindliche 
Methode zur Erkennung der Permeabilitatsverhaltnisse der Horn- 
haut fiir Ionen anzusehen ist. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Aus den Versuchen an exstirpierten frischen Rinderaugen 
wurde keine entschiedene Potentialdifferenz zwischen Hornhaut, 
Kammerwasser und Glaskorper gegen einander konstatiert, wenn 
deren E.M.K. mit Agarhebern von gesittigten KCl-Kalomelelek- 
troden abgeleitet wurden. 

2. Wenn man aber die E.M.K. der Hornhaut mit verschieden 
konzentrierten Elektrolytlésungen ableitet, so ergeben sich folgende 
Besonderheiten : 

a) Die zeitliche Verainderung und die individuelle Ver- 
schiedenheit der elektromotorischen Kraft sind im allgemeinen bei 
den verdiinnten Elektrolytlésungen gross, dagegen bei den konzen- 
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trierten klein und der quasistationére Zustand der E.M.K. kann 
bei den ersteren erst nach vielen Minuten, bei den letzteren aber 
viel schneller, schon innerhalb einiger Minuten erreicht werden. 

b) Bei den verdiinnten Elektrolytlisungen sieht man keine 
sichere Reihe der Ionenwirkungen und erst bei den konzentrierten 
die spezielle Wirkung jedes Ions auf die Potentiale. Die Ionen- 
wirkung, wenn sie sich iiberhaupt bemerkbar macht, ist derart, 
dass mit steigender Wertigkeit die positivierende Wirkung der 
Kationen im allgemeinen zunimmt, und ebenso die negativierende 
Wirkung der Anionen. Abweichend verhalten sich H- und OH- 
Jonen. 

ce) Wahrend der Konzentrationseffekt von den Lésungen 
0,01n:0,001n ohne <Ausnahme das positivere Potential der 
verdiinnteren Loésung zeigt, tritt bei der Konzentrationskette von— 
0,1 n: 0,01 n die Umkehrung des Effektes bei CuCle, AlCl3 und HCl 
auf, und bei der Konzentrationskette von 1,0n:0,1n erscheint 
diese Umkehrung noch auffallender und umfangreicher. 

d) Rinderhornhaut iibt bei den Alkalichloriden und Erdal- 
kalichloriden einen positivierenden Einfluss auf die verdiinntere 
Loésung einer Diffusionskette aus. Bei den Chloriden von Cu” und 
Al™ wird der Membraneffekt fast bis auf Null herabgesetzt, und 
bei HCl wird dieser stark negativiert. Die Kaliumsalze von SCN, 
NOs; und Br erhalten durch die Hornhaut den positivierenden 
Efiekt, und NaOH denselben noch stirker. 

3. Wenn eine isolierte frische Hornhaut iiber die Offnung 
eines Glasgefasses gespannt und innen mit einer konzentrierteren 
Loésung, aussen mit einer verdiinnteren Loésung desselben Elek- 
trolyten abgeleitet wurde, so zeigte der Membraneffekt im grossen 
und ganzen denselben Sinn wie den mit der Augapfelmethode 
erhaltenen. Der Membraneffekt ist nadmlich durchweg positiv, mit 
Ausnahme von AIClz und HCl, bei denen er entschieden ins 
Negative umschlagt. 

4. Um den Einfluss der Quellung'auf die Membranwirkung 
auszuschalten, wurden die Membranpotentiale der  isolierten 
formolisierten Rinderhornhaut gemessen. Im wesentlichen war das 
Resultat dasselbe wie bei isolierter frischer Hornhaut. 
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5. Die elektrische Ladung der Hornhaut wurde durch Elek- 
troendosmoseverfahren gemessen. 

a) Bei frischer Hornhaut: Die elektrische Ladung der Horn- 
haut gegen reines Wasser liisst sich schwer nachweisen. Wenn sie 
doch einmal erkennbar ist, so scheint die Hornhaut negativ geladen 
zu sein. In Ringerscher Lésung ist der Ladungssinn negativ. Die 
Chloride der Alkalimetalle K, Na und Li sowie die der Erdalkali- 
metalle Mg’, Ba” und Ca” geben samtlich eine negative Ladung. 
Die Nitrate von Cu” und Th” und die Chloride von Ce” und 
Al” laden die Hornhaut entschieden positiv, selbst in geringen 
Konzentrationen. Das H-Ion nimmt eine Sonderstellung ein, 
dadurch dass es die Membran stark positiviert, sogar in sehr 
verdiinnter Lésung. Variiert man die Anionen bei gleichem 
Kation K, so sieht man doch stets eine negative Ladung der 
Membran. 

b) Bei formolisierter Kaninchenhornhaut ergibt sich folgen- 
des: Sowohl gegen reines Wasser wie gegen Ringerlésung lasst sich 
eine negative Ladung nachweisen. H’, Cu”, Al” und Th” geben 
eine deutliche positive Ladung der Membran. 

5) Der isoelektrische Punkt der Hornhaut wurde durch 
Messung der Membraneffekte beim Pu 4,7, durch Elektroendos- 
moseverfahren beim Pu 4,3 und zuletzt durch Quellungsversuch 
beim Px 4,2 oder Pu 4,4 festgestellt. 


Es sei mir an dieser Stelle erlaubt, Herrn Professor L. 
Michaelis fiir seine wichtigen Ratschlage und den Herren Profes- 
soren Ch. Oguchi und T. Komoto fiir die Miihe des Durchlesens 
dieses Manuskriptes meinen verbindlichsten Dank auszusprechen. 
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